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(57) Abstract 

The invention relates to modified recombinant allergen mutants which can be obtained from recombinant allergens derived from 
allergens obtained by means of extraction from natural raw materials, such as the pollen of the species Phelum pratense. These modified 
recombinant allergens stimulate the lymphocytes of persons suffering from a pollen allergy to bring about proliferation and cytokine 
^nteHLt K significantly reduced" capacity to bond with the IgE antibodies contained in the serum of lymphocyte donors and with 
grass pollen allergen specific IgEs. The inventive modified recombinant allergens can therefore be used for a specific, individual allergy 
treatment. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft modifizierte rekombinante AUergenmutanten, die aus rekombinanten Allergenen, abgeleitet von Allergenen, die 
durch Extraktion aus natiirlichen Rohstoffen, wie z.B. Pollen der Spezies Phleum pratense gewonnen werden konnen. Diese modifizierten 
rekombinanten Allergene stimulieren Lymphozyten von Pollenallergikern zur Proliferation und Zytokinsynthese, weisen jedoch mit den im 
Serum der T-Lymphozvtenspender enthaltenen lgE-Antikorper sowie mit Graspollenallergen-spezinschen IgE eine deuthch verminderte 
Bindungsfahigkeit auf und sind daher fiir eine spezifische, maBgeschneiderte Allergie-Therapie verwendbar. 
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Feld I BemerKungen zu den Anspruchen, die sich ats mcht recherchierbar erwtesen haben (Fortsetzung von PunkMautBlattl 



Gemaft Arttkol 1 7 (2) a) wurde aus fotgandan Grunden fur bestimmte Anspruche koin Recti ercnenbencht erateM: 



1 I Y I An3pruche Nr 14 - t u 

wan Sie atcn auf Gegenatande beztehen, zu deran Reoharcha die Behbrde mcht vorpHichtet ist, namticn 

siehe Zusatzfalatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



2. AnaprucheNr 



wait sia men auf Teiia dar intemationaien Anmaidung beziehen. dia dan vorgesehnebenen Anfordarungan ao wen»g entapreohen, 
dafl aina ainnvolte Internationale Recherche mcht durchgefuhrt warden kann, nam ben 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. | | Anspruche Nr 



wait aa aicn dabei urn abhangige Ansoniche handelt. die mcht antsprachand Satz 2 und 3 dor Regal 6.4 a) aogefaflt smd. 

Feld II BemerKungen oei mangetader Einhertiichkait der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 

Die Internationale Recherche nbehorde hat featgeatellt. dafl dieaa mtemationate Anmaidung manrara Erfindungen errthatt: 



1. 



□ Da der Anmelder aJia erforderiichen zusatzhchen Recherchengebuhren rechtzeitig entnehtet hat. erstreckt sich dieaer 
mtemationaie Recharchanbencht auf alia recnerchieroaren Anspruche dar intemationaien Anmaidung. 



2 1 ! Da fur alia rechercnierbaren Ansoruche die Recherche ohne omen Arbertsaurwand durchgefuhrt werden konnte, der erne 
zuaatzitche Rechercnengebuhr gerecntterttgt hatte. hat die Internationale Rechercnenbenbrde mcht zur Zanlung etner soic 



Gebuhr autgefordert. 



3 1 I Da dar Anmaider nur ainiga der erf order! ichen zuaaizitchen Recherchengebuhren rechtzeitig entnehtet hat, • ratr » ckt s,< ^ - d ' es * f 
i— > international* Recnercnenoencnt nur aut am Ansprucne oer irnemaaonoen Anmaidung, fur die Gabuhren entnehtet woraen 
aind, namitch auf die Ana pro on* Nr. 



| | Der Anmelder 

chenbencnt Doscnrankt 
taQt; 



hat die erforderttchen zusatziiehen Recherchengebuhren mcht rechtzeitig entnehtet. Der mtemationaie R « ner * 
jaenrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerat erwahnte Erfindung; dieaa ist in fotgandan Ansprucnen er- 



Bemerkungen hinsichtlieh einea Wide rap rue ha Q Die zu satz lien en Gabuhren wurden vom Anmaider unter Wideraprucn gezahtt 

[ j Die Zahlung zuaatzlieher Gabuhren ertolgte ohne Wideraprucn 
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Obwohl Anspruch 14 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Kdrpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusanmensetzung. 



Anspriiche Nr. : 14 

Regel 39.1(iv) PCT - Verfahren zur therapeuti schen Behandlung des 
menschlichen oder tieri schen Kbrpers 



Anspriiche Nr. : 1-8 



Anspriiche 1-2 geben keinerlei charakteri sti sche technische Information; 
Anspruche 3-8 geben zusatzlcih nur das zu erzielende ResuKat an; 
Anspruche 5 und 8 fuhren zusatzlich aus, welche Merkmale NICHT vorhanden 
sein sollen. 

Keiner der genannten Anspruche beschreibt die Art der Modifikation am 
(bekannten !!) Antigen, die zu einem techni schen Effekt fuhrt. Fiir eine 
sinnvolle Recherche ist in diesem Fall ein POSITIVES techni sches 
(strukturel les) Merkmal anzugeben, das ursachlich zu dem gewunschten 
techni schen Effekt fuhrt. 

Siehe auch PCT-Richtl inen fur die Recherche, C-III 2.1, 2.3, 3.6, 3.7, 
3.12. 
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(57) Abstract 

The 'invention relates to modified recombinant allergen mutants which can be obtained from recombinant allergens derived from 
allergens obtained by means of extraction from natural raw materials, such as the pollen of the species Phelum pratense. These modified 
recombinant allergens stimulate the lymphocytes of persons suffering from a pollen allergy to bring about proliferation and cytokine 
synthesis, but have a significantly reduced capacity to bond with the IgE antibodies contained in the serum of lymphocyte donors and with 
grass pollen allergen specific IgEs. The inventive modified recombinant allergens can therefore be used for a specific, individual allergy 
treatment. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft modifizierte rekombinante Allergenmutanten, die aus rekombinanten Allergenen, abgeleitet von Allergenen, die 
durch Extraktion aus naturlichen Rohstoffen, wie z.B. Pollen der Spezies Phleum pratense gewonnen werden konnen. Diese modinzierten 
rekombinanten Allergene stimulieren Lymphozyten von Pollenallergikern zur Proliferation und Zytokinsynthese, weisen jedoch mit den im 
Serum der T-Lymphozytenspender enthaltenen lgE-Antikorper sowie mit Graspollenallergen-spezifischen IgE eine deutlich verminderte 
Bindungsfahigkeit auf und sind daher fur eine spezifische, maBgeschneiderte Allergie-Therapie verwendbar. 
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Graminaenpollenallergenmutanten zur spezifischen Immuntherapie, 
deren Herstellung und Verwendung 

Die Erfindung betrifft modifizierte rekombinanten Allergene (mrA), 
5 abgeleitet von Allergenen, die durch Extraktion aus natiirlichen Rohstoffen 
gewonnen werden konnen. Als naturiicher Rohstoff dienen Pollenkorner 
der Graminaen, wie z.B. Phleum pratense, Lolium perenne, Dactylus 
glomerata, Poa pratensis, Cynodon dactylon, Holcus lanatus u.a. . 

10 Graminaenpollenextrakte, wie sie fur diagnostischen und therapeutischen 
Einsatz verwendet werden, bestehen aus einem heterogenen Gemisch 
von Proteinen und Glykoproteinen, unter denen einige mit IgE-Antikorpern 
von Ailergikern reagieren und defmitionsgemaG, als Allergene bezeichnet 
werden. Die molekularen Eigenschaften erlauben eine Klassifizierung in 6 
15 Gruppen, wobei die Kreuzreaktivitat der in Frage kommenden Graminaen- 
Spezies relativ hoch ist. Die dominierenden Allergengruppen (Haupt- 
allergene) sind die Gruppen 5 und 1, gemaG. der ublichen Allergen- 
Klassifizierung (Liebers et al., Clin. Exper. Allergy, 26_, 494-516 (1996)). 
Die N-terminalen Aminosauresequenzen und/oder die partiellen Oder 
20 vollstandigen deduzierten Aminosauresequenzen der Gruppen 5 und 1 der 
Hauptallergene sind bekannt (Vrtala et al., J. Immunology 151, 4773-4781 
(1993) u. Bute et al. FEBS. Lett. 263_, 6-12 (1995)). Weiterhin gibt es 
beschriebene Verfahren zur Klonierung dieser Hauptallergene (Scheiner et 
al. Int. Arch Allergy Immunol. 28_, 93-96 (1992)). 

25 

Gegenwartig werden zur In-vitro-Diagnostik von Typ 1-Allergien wafirige 
Extrakte aus Graminaenpollen verwendet. Diese Extrakte sind auch die 
Basis fur die In-vitro-Diagnostik und zur anschliefcenden spezifischen 
Immuntherapie (Fiebig H., Allergo Journal 7, 377-382 (1995)). Der Einsatz 

30 von nativen Allergenextrakten zur spezifischen Immuntherapie wird durch 
die dabei induzierten IgE-bedingten, allergischen Reaktionen (Neben- 
reaktionen) begrenzt. Deshalb konnen native Allergenextrakte nur in 
Dosierungen unterhalb der Nebenwirkungsschwelle appliziert werden. Urn 
die fur den therapeutischen Effekt notwendigen hohen Allergen- 

35 konzentrattonen zu erreichen, werden die Extrakte durch mehrfache 
aufeinanderfolgende Injektionen mit einer bis zur Erhaltungsdosis 
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ansteigenden Konzentration verabreicht. Durch Adsorption an Gele ist es 
moglich, Allergenextrakte nebenwirkungsarmer und effektiver zur 
Hyposensibilisierung zu verwenden. 

5 Eine weitere Verbesserung konnte durch die chemische Modifizierung der 

Allergene zu Allergoiden, die eine verringerte IgE-Reaktivitat bei weit- 
gehend erhaltener Immunogenitat besitzen, erzielt werden (Fiebig H., 
Allergo Journal 7, 377-382 (1995) u. Maasch et aL Clin. Ref. Allergy 5, 89- 
106 (1987)). 

10 

In ersten Untersuchungen mit Hausstaubmilbenallergenen gibt es 
Hinweise, daft durch gericnteten Aminosaureaustausch eine Reduzierung 
der IgE-Reaktivitat erzielt werden kann (Smith et al. Mol. Immunol. 33 . 
399-405 (1996) u. Nishiyama et al. Mol. Immunol. 32, 1021-1029 (1995)). 

15 

Die etablierte Hyposensibilisierung von Graminaenpollenallergikern erfolgt 
momentan mit naturlichen Extrakten, die alle bekannten Allergene sowie 
nichtallergene, aber immunogene Begleitstoffe in betrachtlichen 
Konzentrationen enthalten, obwohl fur die allergenspezifische Therapie 
20 nur diejenigen Allergenmolekule benotigt werden, gegen die der jeweiiige 
Patient tatsachlich sensibilisiert ist. Das bedeutet, daft der Allergiker 
zwangslaufig mit Komponenten behandelt wird, die nicht zu seiner Hypo- 
sensibilisierung beitragen und Nebenwirkungen induzieren konnen. 

25 Durch die Verfugbarkeit von modifizierten rekombinanten Allergenen 
konnen einzelne Allergene oder definierte Gemische fur die 
Hyposensibilisierung entsprechend dem individuellen Sensibilisierungs- 
spektrum als Arzneimittel eingesetzt werden. 

30 Daraus ergibt sich die Moglichkeit einer spezifischen, maftgeschneiderten 
Therapie. 

Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, neue Verbindungen mit wertvol- 
len Eigenschaften aufzufinden, insbesondere solche, die zur Herstellung 
35 von Arzneimitteln verwendet werden konnen. 
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Es wurde gefunden, daG die Verbindungen der vorliegenden Erfindung in 
Form der modifizierten rekombinanten Aliergene sowie ihre Salze und 
Solvate bei guter Vertraglichkeit sehr wertvolle pharmakologische Eigen- 
schaften besitzen. Vor allem wirken sie hyposensibilisierend. 

Die Verbindungen konnen als Arzneimittelwirkstoffe in der Human- und 
Veterinarmedizin eingesetzt werden, insbesondere zur Therapie bei 
allergischen Erkrankungen und zur Hyposensibilisierung von Allergikern. 



10 Qberraschenderweise ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
gelungen, ausgehend von rekombinanten Allergenen, die mit den in 
natiirlichen Extrakten vorkommenden Allergenmolekulen hinsichtlich ihrer 
Aminosauresequenz identisch sind, durch an sich bekannte gentechnische 
Verfahren, Mutanten zu konstruieren, die mit T-Lymphozyten von 

15 Graspollenallergikern spezifisch reagieren, d.h. zur Proliferation und 
Zytokinsynthese stimulieren oder eine Anergie induzieren, aber mit den im 
Serum der T-Lymphozytenspender enthaltenen IgE-Antikbrper sowie mit 
Graspollenallergen-spezifischen IgE aus Seren von anderen Gras- 
pollenallergikern eine deutlich verminderte Bindungsfahigkeit aufweisen. 

20 

Dieser Effekt, der weder bei den natiirlich vorkommenden noch bei den 
rekombinanten Allergenen auftritt, ist deshalb wunschenswert, weil 

- die IgE-vermittelten Nebenwirkungen bei der Hyposensibilisierung 
vermieden oder zumindest stark reduziert werden, 

25 

- die Erkennung der modifizierten rekombinanten Aliergene durch die 
TH-Gedachtnislymphozyten der Allergiker gewahrleistet ist, 

- damit Voraussetzung fur die Normalisierung der beim Allergiker 
30 gestorten Balance der unterschiedlich differenzierten TH-Subpopu- 

lationen gegeben ist, 

- die therapeutische Wirkung durch Anergisierung und/oder 
Eliminierung der allergenreaktiven T-Zellen sowie die funktionelle 

35 Umorientierung von einer TH2-dominierten zu einer TH0/TH1- 

ausgerichteten spezifischen T-Zell-Population mogiich wird, 
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- die Regulation der Immunglobulinsynthese von der fur den Allergiker 
typischen Bildung spez. IgE-Antikbrper (TH2-kontrolliert) zur 
bevorzugten Synthese von IgG-Antikorpern (TH1-kontrolliert) 

5 erfolgen kann, 

- und dadurch bei einer Behandlung mit den erfindungsgemaften 
modifizierten rekombinanten Allergene eine deutliche Verbesserung 
des Befindens der Patienten zu erwarten ist. 

10 

Gegenstand der Erfindung sind modifizierte rekombinante Allergene, 
abgeleitet von Allergenen, die durch Extraktion aus naturiichen Rohstoffen 
gewonnen werden. Als naturlicher Rohstoff dienen Pollenkorner der 
Graminaen, wie z.B. Phleum pratense, Lolium perenne Dactylus 
glomerata, Poa pratensis, Cynodon dactylon, Holcus lanatus u.a. . 
tnsbesondere sind Gegenstand der Erfindung, modifizierte rekombinante 
Allergene, die sich von den Hauptallergenen der Gruppen 1-6 ableiten, 
wobei die Reaktivitat dieser erfindungsgemafcen Allergene mit IgE- 
Antikorpern von Graspollenallergikern eliminiert oder zumindest reduziert 
ist und die Reaktivitat mit den T-Lymphozyten weiterhin erhalten ist. Die 
modifizierten rekombinanten Allergene unterscheiden sich vom Wildtyp 
dadurch, daG> die Gene der Allergene durch gentechnische Verfahren so 
modifiziert wurden, daG> die von ihnen codierten Polypeptide Austausche, 
Deletionen und/oder Additionen einzelner oder mehrerer Aminosauren irn 
Vergleich zum Wildtyp aufweisen. Die dominierenden T-Zell-reaktive 
Bereiche der modifizierten rekombinanten Allergene (T-Zeli-Epitope) 
werden dabei gentechnisch nicht verandert. 

30 Vorzugsweise werden die modifizierten rekombinanten Allergene von den 
Hauptallergenen der Gruppe 5, aber auch von der Gruppe 1 abgeleitet. 
Insbesondere stammen die erfindungsgemafien Allergene von dem 
Hauptallergen Phi p 5b ab. 
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Die Sequenz von PN P 
^nos^enfolgender^en 



50 



10 



15 



Aminosauren 

adagyapatpaaagaaagkatteeqkue^dinvgfkaavaaaasvpaad^ 

51 60 GALE VH JpVTEEPGM^a^OMPKVM 

201 210 
MS GAATVAAGGYKV 



20 



251 



260 265 



25 



30 



35 



135 .149 and 180 2UB ver andert werden. D» 

pw p 

Abschnitte sind die \ ^ 

auch derivatisiert sein. 

-ssssgss* 
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Ala = A Alanin 

Asn = N Asparagin 

Asp = D Asparaginsaure 

Arg = R Arginin 

5 Cys = C Cystein 

Gin = Q Glutamin 

Glu = E Glutaminsaure 

Gly = G Glycin 

His = H Histidin 

10 lie = I Isoleucin 

Leu = L Leucin 

Lys = K Lysin 

Met = M Methionin 

Phe = F Phenylalanin 

15 Pro = P Prolin 

Ser = S Serin 

Thr = T Threonin 

Trp ~ W Tryptophan 

Tyr = Y Tyrosin 

20 Val = V Valin. 

Ferner bedeuten nachstehend: 

Ac Acetyl 

25 BOC tert.-Butoxycarbonyl 
CBZ oder Z Benzyloxycarbonyl 

DCCI Dicyclohexylcarbodiimid 

DMF Dimethylformamid 

EDCI N-Ethyl-N t N'-(dimethylaminopropyl)-carbodiimid 

30 Et Ethyl 

FCA Fluoresceincarbonsaure 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

HOBt 1 -Hydroxybenzotriazol 

35 Me Methyl 

MBHA 4-Methyl-benzhydrylamin 
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Mtr 4-Methoxy-2,3,6-trimethylphenyl-sulfonyl 

HONSu N-Hydroxysuccinimid 

OBut tert-Butylester 

Oct Octanoyl 

5 OMe Methylester 

OEt Ethylester 

POA Phenoxyacetyl 

Sal Saiicyloyl 

TFA Trifluoressigsaure 

10 Trt Trityi (Triphenylmethyl). 



Sofern die vorstehend genannten Aminosauren in mehreren enantiomeren 
Formen auftreten konnen, so sind vor- und nachstehend alie diese Formen 
und auch ihre Gemische (z. B. die DL-Formen) eingeschlossen. Ferner 
15 konnen die Aminosauren, z. B. als Bestandteii von Verbindungen mit ent- 
sprechenden an sich bekannten Schutzgruppen versehen sein. 

In die erfindungsgemaSen Verbindungen sind auch sogenannte Prodrug- 
Derivate eingeschlossen, d. h. mit z. B. Alkyl- oder Acylgruppen, Zuckern 
20 oder Oligopeptiden abgewandelte Verbindungen der, die im Organismus 
rasch zu den wirksamen erfindungsgema&en Verbindungen gespalten 
werden. 

Hierzu gehoren auch bioabbaubare Polymerderivate der erfindungs- 
gemaSen Verbindungen, wie dies z. B. in Int. J. Pharm. 115, 61-67 (1995) 
25 beschrieben sind. 

Die erfindungsgemaRen Atlergene konnen ein oder mehrere chirale 
Zentren besitzen und daher in verschiedenen stereoisomeren Formen 
vorkommen. Die vorliegende Erfindung umschliefit alle diese Formen. 

30 

Ganz besonders bevorzugt sind modifizierte rekombinante Allergene, die 
aus der folgenden Gruppe von Polypeptiden, abgeleitet von Phi p 5b, 
stammen: 

35 

PM1 (N 32 -> D, D 45 -> L, K 50 A) 



PM2 (D* y -> L, K au -» A) 

PM3 (A 13 C) 

DM1 (A K 50 -> P A132 , D 49 -> L) 

DM 2 (A F 51 - G 178 , D 49 - L, K 50 - A) 

DM2* (A F 51 - G 178 , 179 - 217 veranderte Sequenz) 

DM3 (A A 154 -T 177 , A 220 ->T) 

In den vorstehenden Sequenzen werden jeweils die modifizierten 
Aminosauren bzw. Aminosauresequenzen angegeben. 

PM1 bedeutet dabei Punktmutation 1 und hat die folgende Sequenz (die 
ausgetauschten Aminosaure im Vergleich zu Phi p 5b sind fett gedruckt) : 

ADAGYAPATPAAAGAAAGKATTEEQKLIEDIDVGFKAAVAAAASVPAALA 
1 10 20 30 40 50 

FKTFEAAFTSSSKAAAAKAPGLVPKLDAAYSVAYKAAVGATPEAKFDSFV 
51 60 70 80 90 100 

ASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIPAGELQIIDKIDAAFKVAA 
101 110 120 130 140 150 

TAAATAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTYKCIPSLEAAVKQAYAA 
151 160 170 180 190 200 

TVAAAPQVKYAVFEAALTKAITAMSEVQKVSQPATGAATVAAGAATTAAG 
201 210 220 230 240 250 

AASGAATVAAGGYKV 
251 260 265 

Die weiteren besonders bevorzugten Peptide haben die folgenden 
Sequenzen : 

PM2 (D 49 L, K 50 -> A) : 
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ADAGYAP ATP AAAG AAAG KATTEEQ KLI ED I N VG F KAAVAAAASVPAALA 

1 10 20 30 40 50 

5 FKTFEAAFTSSSKAAAAKAPGLVPKLDAAYSVAYKAAVGATPEAKFDSFV 
51 60 70 80 90 100 

ASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIPAGELQIIDKIDAAFKVAA 
101 110 120 130 140 150 

1 0 TAAATAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTYKCIPSLEAAVKQAYAA 
151 160 170 180 190 200 

TVAAAPQVKYAVFEAALTKAITAMSEVQKVSQPATGAATVAAGAATTAAG 
201 210 220 230 240 250 

15 

AASGAATVAAGGYKV 
251 260 265 



PM3 (A 13 -> C) : 

20 

ADAGYAPATPAAC GAAAG KATTEEQ KLI EDI N VG FKAAVAAAASVPAAD K 
1 10 20 30 40 50 

FKTFEAAFTSSSKAAAAKAPGLVPKLDAAYSVAYKAAVGATPEAKFDSFV 

25 51 60 70 80 90 100 

ASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIPAGELQIIDKIDAAFKVAA 
101 110 120 130 140 150 

TAAATAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTYKCIPSLEAAVKQAYAA 
30 151 160 170 180 190 200 

TVAAAPQVKYAVFEAALTKAITAMSEVQKVSQPATGAATVAAGAATTAAG 

201 210 220 230 240 250 

AASGAATVAAGGYKV 
Q( - 251 260 265 
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DM1 (A K 50 P A132 , D 49 L) 



ADAGYAPATPAAAGAAAGKATTEEQKLIEDINVGFKAAVAAAASVPAALA 
5 1 10 20 30 40 50 

GELQIIDKIDAAFKVAATAAATAPADDKFTVFEAAFNKAIKESTGGAYDTYK 
51 60 70 80 90 100 

C I P S LEAAVKQ A Y AATVAAAP Q VKYAVF EAALTKAI TAM S EVQ KVS Q P ATG 
10 103 110 120 130 140 150 

AATVAAGAATTAAGAASGAATVAAGGYKV 
154 160 170 180 



15 



20 



35 



DM 2 (A F 51 - G 178 , D 49 - L, K 50 - A) : 



ADAGYAPATPAAAGAAAGKATTEEQKLIEDINVGFKAAVAAAASVPAALA 
1 10 20 30 40 50 

G A YDTY KC I PS L E AAVKQ A YAATVAAA PQVKYAVF E AALTKA ITAM S EVQ K 
51 60 70 80 90 100 

VSQPATGAATVAAGAATTAAGAASGAATVAAGGYKV 
25 102 110 120 130 137 

DM2* (A F 51 - G 178 , 179 - 217 veranderte Sequenz) : 

3Q Diese Sequenz entspricht der Sequenz von DM2, wobei zusatzlich die 
Aminosauren der Positionen 179-217 des Ausgangspeptids Phi p 5b eine 
veranderte Sequenz aufweisen und alle nachfolgenden Aminosauren 
fehlen. 



DM3 (A A 154 -T 177 , A 220 ->T) : 
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ADAGYAPATPAAAGAAAGKATTEEQKLIEDINVGFKAAVAAAASVPAADK 
1 10 20 30 40 50 

5 FKTFEAAFTSSSKAAAAKAPGLVPKLDAAYSVAYKAAVGATPEAKFDSFV 
51 60 70 80 90 100 

ASLTEALRVIAGALEVHAVKPVTEEPGMAKIPAGELQIIDKIDAAFKVAA 
101 110 120 130 140 150 

10 T AAGG A Y DTY KC l P S L EAAVKQ A Y AATVAAA P Q VK Y A VF E AA LTKTITAM S 
151 160 170 180 190 200 

EVQKVSQPATGAATVAAGAATTAAGAASGAATVAAGGYKV 
202 210 220 230 240 

15 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung von modifizier- 
ten rekombinanten Allergenen durch Verwendung der Polymerase-Ketten- 

20 Reaktion und/oder ihrer Varianten. Bei bekannter Peptidsequenz 

konnen die Ailergene auch durch an sich bekannte Methoden zur Peptid- 
synthese, z. B. den modifizierten Merrifield Techniken hergestelit werden, 
wie sie in der Literatur (z.B. in den Standardwerken wie Houben-Weyl, 
Methoden der organischen Chemie, Georg-Thieme-Veriag, Stuttgart;) 

25 beschrieben sind, und zwar unter Reaktionsbedingungen, die fur die ge- 
nannten Umsetzungen bekannt und geeignet sind. Dabei kann man auch 
von an sich bekannten, hier nicht naher erwahnten Varianten Gebrauch 
machen. Ferner ist es moglich, die Peptide aus einem ihrer funktionellen 
Derivate durch Behandeln mit einem solvolysierenden oder hydrogeno- 

30 lysierenden Mittel in Freiheit zu setzen, und/oder eine basisches oder 

saures Peptid durch Behandeln mit einer Saure oder Base in eines ihrer 
Salze oder Solvate zu uberfuhren. 

35 Bevorzugte Ausgangsstoffe fur die Solvolyse bzw. Hydrogenolyse sind 
solche, die anstelle einer oder mehrerer freier Amino- und/oder Hydroxy- 
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gruppen entsprechende geschutzte Amino- und/oder Hydroxygruppen 
enthalten, vorzugsweise solche, die anstelle eines H-Atoms, das mit einem 
N-Atom verbunden ist, eine Aminoschutzgruppe tragen, z. B. solche, die 
anstelle einer NH 2 -Gruppe eine NHR'-Gruppe (worin R' eine 
5 Aminoschutzgruppe bedeutet, z. B. BOC oder CBZ) enthalten. 

Ferner sind Ausgangsstoffe bevorzugt, die anstelle des H-Atoms einer 
Hydroxygruppe eine Hydroxyschutzgruppe tragen, z. B. solche, die 
anstelle einer Hydroxyphenylgruppe eine R"0-phenylgruppe enthalten 
10 (worin R" eine Hydroxyschutzgruppe bedeutet), 

Es konnen auch mehrere - gleiche oder verschiedene - geschutzte Amino- 
und/oder Hydroxygruppen im Molekul des Ausgangsstoffes vorhanden 
sein. Falls die vorhandenen Schutzgruppen voneinander verschieden sind, 
15 konnen sie in vielen Fallen selektiv abgespalten werden. 

Der Ausdruck "Aminoschutzgruppe" ist allgemein bekannt und bezieht sich 
auf Gruppen, die geeignet sind, eine Aminogruppe vor chemischen Um- 
setzungen zu schutzen (zu blockieren), die aber leicht entfernbar sind, 

20 nachdem die gewunschte chemische Reaktion an anderen Stellen des 
Molekuls durchgefuhrt worden ist. Typisch fur solche Gruppen sind ins- 
besondere unsubstituierte oder substituierte Acyl-, Aryl-, Aralkoxymethyi- 
oder Aralkylgruppen. Da die Aminoschutzgruppen nach der gewunschten 
Reaktion (oder Reaktionsfolge) entfernt werden, ist ihre Art und GroSe im 

25 ubhgen nicht kritisch; bevorzugt werden jedoch solche mit 1-20, insbe- 

sondere 1-8 C-Atomen. Der Ausdruck "Acylgruppe" ist im Zusammenhang 
mit dem vorliegenden Verfahren in weitestem Sinne aufzufassen. Er um- 
schlieBt von aliphatischen. araliphatischen, aromatischen oder hetero- 
cyclischen Carbonsauren oder Sulfonsauren abgeleitete Acylgruppen 

30 sowie insbesondere Alkoxycarbonyl-, Aryloxycarbonyl- und vor allem 
Aralkoxycarbonylgruppen. Beispiele fur derartige Acylgruppen sind 
Alkanoyl wie Acetyl, Propionyl, Butyryl; Aralkanoyl wie Phenylacetyl; Aroyl 
wie Benzoyl oderToluyl; Aryloxyalkanoyl wie POA; Alkoxycarbonyl wie 
Methoxycarbonyl, Ethoxycarbonyt, 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl, BOC, 2- 

35 lodethoxycarbonyl; Aralkyloxycarbonyl wie CBZ ("Carbobenzoxy"), 4- 
Methoxybenzyloxycarbonyl, FMOC; Arylsulfonyl wie Mtr. Bevorzugte 
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Aminoschutzgruppen sind BOC und Mtr, ferner CBZ, Fmoc, Benzyl und 
Acetyl, 

Der Ausdruck "Hydroxyschutzgruppe" ist ebenfalls allgemein bekannt und 
5 bezieht sich auf Gruppen, die geeignet sind, eine Hydroxygruppe vor 
chemischen Umsetzungen zu schutzen, die aber leicht entfernbar sind, 
nachdem die gewunschte chemische Reaktion an anderen Stellen des 
Molekuls durchgefuhrt worden ist. Typisch fur solche Gruppen sind die 
oben genannten unsubstituierten oder substituierten Aryl-, Aralkyl- oder 
10 Acylgruppen, ferner auch Alkylgruppen. Die Natur und Gro&e der Hydroxy- 
schutzgruppen ist nicht kritisch, da sie nach der gewunschten chemischen 
Reaktion oder Reaktionsfolge wieder entfernt werden; bevorzugt sind 
Gruppen mit 1-20, insbesondere 1-10 C-Atomen. Beispiele fur Hydroxy- 
schutzgruppen sind u.a. Benzyl, p-Nitrobenzoyl, p-Toluolsulfonyl, tert.- 
15 Butyl und Acetyl, wobei Benzyl und tert.-Butyl besonders bevorzugt sind. 

Die COOH-Gruppen in Asparaginsaure und Glutaminsaure werden bevor- 
zugt in Form ihrer tert.-Butylester geschutzt (z. B. Asp(OBut)). 

Das In-Freiheit-Setzen der Verbindungen aus ihren funktionellen Derivaten 

20 gelingt - je nach der benutzten Schutzgruppe - z. B. mit starken Sauren, 
zweckmafcig mit TFA oder Perchlorsaure, aber auch mit anderen starken 
anorganischen Sauren wie Salzsaure oder Schwefelsaure, starken 
organischen Carbonsauren wie Trichloressigsaure oder Sulfonsauren wie 
Benzol- oder p-Toluolsulfonsaure. Die Anwesenheit eines zusatzlichen 

25 inerten Losungsmittels ist moglich, aber nicht immer erforderlich. Als inerte 
Losungsmittel eignen sich vorzugsweise organische, beispielsweise 
Carbonsauren wie Essigsaure, Ether wie Tetrahydrofuran oder Dioxan, 
Amide wie DMF, halogenierte Kohlenwasserstoffe wie Dichlormethan, 
ferner auch Alkohole wie Methanol, Ethanol oder isopropanol, sowie 

30 Wasser. Ferner kommen Gemische der vorgenannten Losungsmittel in 

Frage. TFA wird vorzugsweise im Uberschuft ohne Zusatz eines weiteren 
Losungsmittels verwendet. Perchlorsaure in Form eines Gemisches aus 
Essigsaure und 70 %iger Perchlorsaure im Verhaltnis 9:1. Die 
Reaktionstemperaturen fur die Spaltung liegen zweckmaftig zwischen 

35 etwa 0° und 50°, vorzugsweise arbeitet man zwischen 15 und 30° oder 
Raumtemperatur. 
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Die Gruppen BOC, OBut und Mtr konnen z. B. bevorzugt mit TFA in Di- 
chlormethan oder mit etwa 3 bis 5n HCI in Dioxan bei 15-30° abgespalten 
werden, die FMOC-Gruppe mit eineretwa 5- bis 50 %igen Losung von 
5 Dimethylamin, Diethylamin oder Piperidin in DMF bei 15-30°. 

Die Tritylgruppe wird zum Schutz der Aminosauren Histidin, Asparagin, 
Glutamin und Cystein eingesetzt. Die Abspaltung erfolgt, je nach 
gewunschtem Endprodukt. mit TFA / 10% Thiophenol, wobei die 
10 Tritylgruppe von alien genannten Aminosauren abgespalten wird, bei 

Einsatz von TFA / Anisol oder TFA / Thioanisol wird nur die Tritylgruppe 
von His, Asn und Gin abgespalten, wogegen sie an der Cys-Seitenkette 
verbleibt. 

15 Hydrogenolytisch entfernbare Schutzgruppen (z. B. CBZ oder Benzyl) 

konnen z. B. durch Behandeln mit Wasserstoff in Gegenwart eines Kata- 
lysators (z. B. eines Edelmetallkatalysators wie Palladium, zweckma&ig 
auf einem Trager wie Kohle) abgespalten werden. Als Losungsmittel 
eignen sich dabei die oben angegebenen, insbesondere z. B. Alkohole wie 

20 Methanol oder Ethanol oder Amide wie DMF. Die Hydrogenolyse wird in 
der Regel bei Temperaturen zwischen etwa 0 und 100° und Drucken 
zwischen etwa 1 und 200 bar, bevorzugt bei 20-30° und 1-10 bar durch- 
gefuhrt. Eine Hydrogenolyse der CBZ-Gruppe gelingt z. B. gut an 5 bis 10 
%igem Pd/C in Methanol oder mit Ammoniumformiat (anstelle von 

25 Wasserstoff) an Pd/C in Methanol/DMF bei 20-30°. 

Eine Base kann mit einer Saure in das zugehorige Saureadditionssalz 
ubergefuhrt werden, beispielsweise durch Umsetzung aquivalenter 
Mengen der Base und der Saure in einem inerten Losungsmittel wie 

30 Ethanol und anschlieftendes Eindampfen. Fur diese Umsetzung kommen 
insbesondere Sauren in Frage, die physiologisch unbedenkliche Salze 
liefern. So konnen anorganische Sauren verwendet werden, z.B. 
Schwefelsaure, Salpetersaure, Halogenwasserstoffsauren wie Chlor- 
wasserstoffsaure oder Bromwasserstoffsaure, Phosphorsauren wie Ortho- 

35 phosphorsaure, Sulfaminsaure, ferner organische Sauren, insbesondere 

aliphatische, alicyclische, araliphatische, aromatische oder heterocyciische 
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ein- oder mehrbasige Carbon-, Sulforv oder Schwefelsauren, z.B. 
Ameisensaure, Essigsaure, Propionsaure, Pivalinsaure, Diethyiessigsaure, 
Malonsaure, Bernsteinsaure, Pimelinsaure, Fumarsaure, Maleinsaure, 
Milchsaure, Weinsaure, Apfelsaure, Citronensaure, Gluconsaure, 

5 Ascorbinsaure, Nicotinsaure, Isonicotinsaure, Methan- oder Ethansutfon- 
saure, Ethandisulfonsaure, 2-Hydroxyethansulfonsaure, Benzolsulfon- 
saure, p-Toiuolsulfonsaure, Naphthalin-mono- und Disulfonsauren, Lauryl- 
schwefeisaure. Satze mit physiologisch nicht unbedenklichen Sauren, z.B. 
Pikrate, konnen zur Isolierung und /oder Aufreinigung der Verbindungen 

10 der Formet I verwendet werden. 

Andererseits kann eine Saure der Formel I durch Umsetzung mit einer 
Base in eines ihrer physiologisch unbedenklichen Metaii- oder Ammonium- 
salze ubergefuhrt werden. Als Salze kommen dabei insbesondere die 
15 Natrium-, Kalium-, Magnesium-, Calcium- und Ammoniumsaize in 
Betracht, ferner substituierte Ammoniumsaize, z. B. die Dimethyl-, 
Monoethyk Diethyl- oder Diisopropylammoniumsalze, Cyclohexyh 
Dicyclohexylammoniumsalze, Dibenzylethylendiammoniumsalze, weiterhin 
z. B. Salze mit Arginin oder Lysin. 

20 

Zur Ermittlung der DNA- bzw. Aminosauresequenzen sind folgende 
Schritte notwendig: 

25 

Die allergenen Bestandteile der nach ubiichen Verfahren hergestellten 
Extrakte werden identifiziert und ihre wesentlichen physikochemischen 
Parameter charakterisiert. Die Identifizierung als Allergen erfolgt durch 
Nachweis ihrer Bindungsfahigkeit an IgE-Antikorper von Allergikern. In der 

30 Regel benutzt man hierzu an sich bekannte Methoden, wie SDS-PAGE, 
Isoelektrofokussierung und anschlieftendes Western Blotting mit Seren 
von Allergikern, wobei die Entwicklung nur der bindenden Antikorper des 
IgE-lsotyps vorgenommen wird. Es ist dabei zu beachten, da(2> 
ausreichend viele Typen von klinisch gesicherten Allergikern (als 

35 Mindestanzahl ist hier ein Wert von 20 anzusetzen) verwendet werden. 
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Alternativ konnen auch andere Methoden, wie z.B. die CIE oder CRIE 
eingesetzt werden. 

Diese so identifizierten und charakterisierten Allergene aus 
5 Graminaenpollen konnen analytisch prapariert werden, so da& eine N- 

terminale Aminosaurebestimmung moglich ist. Weiterhin konnen die 
Allergene biochemisch gereinigt und zur Herstellung monoklonaler 
Antikorper verwendet werden. Diese monoklonalen Antikorper konnen, 
ebenso wie die IgE-Antikorper in den Seren von Allergikern, zur 
10 immunologischen Identifizierung und Charakterisierung der Allergene aus 
naturlichen Quellen oder der Molekule, die durch die Rekombinan- 
tentechnik hergestellt werden, benutzt werden. 

Ausgehend von diesen Informationen uber Allergene und den Mitteln zur 
15 Identifizierung ist es moglich, die Allergene nach bekannten 
gentechnischen Verfahren zu klonieren und als rekombinante Allergene zu 
exprimieren. Die DNA-Klone der nach ublichen Verfahren gewonnenen 
und charakterisierten rekombinanten Allergene sind die Basis fur die 
gentechnische Modifikation die zu den erfindungsgemaften modifizierten, 
20 rekombinant hergestellten Allergenmolekulen fuhren. 

Um die Reaktivitat der erfindungsgemaften modifizierten rekombinanten 
Allergene zu gewahrleisten, ist aufierdem die Identifizierung der T-Zell- 
Epitope erforderlich. 

25 

Grundlage hierfur ist die Kenntnis der Aminosauresequenz der in Frage 
kommenden Allergene oder die entsprechend zugrundeliegende DNA- 
Sequenz. Die Aminosauresequenz wird in der Regel aus der DNA- 
Sequenz der rekombinanten Allergene deduziert. Im Rahmen dieser 
30 Erfmdung sind somit zu jeder angegebenen Peptidsequenz auch die 
zugehorigen DNA-Sequenzen mit eingeschlossen, auch wenn diese nicht 
explizit offenbart werden, da sie auf bekannte und einfache Weise aus den 
Peptidsequenzen herleitbar sind. 



35 Basierend auf der Aminosauresequenz wird eine Serie von uberlappenden 
Oligopeptiden nach ublichen Verfahren, wie z.B. Festphasensynsthese 
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nach modifizierten Merrifield-Techniken, hergestellt, wobei die gesamte 
Sequenz der Allergene abgedeckt wird. Geeignet sind hierbei Oligopeptide 
mit jeweils 6 - 20, vorzugsweise 9-15 Aminosaureresten. Ganz besonders 
geeignet sind Dodecapeptide mit einem Versatz um jeweils 3 
5 Aminosauren, die uberlappend die gesamte Sequenz des jeweiiigen 
Allergens abdecken. 

Zur Identifizierung der T-Zell-Epitope werden von Graminaenpollen- 
Allergikern T-Zell-Klone durch wiederholte Stimulierung mit dem 

10 

gereinigten naturlichen oder rekombinant hergestellten in Frage 
kommenden Allergen nach dem ubiichen Verfahren etabliert ( Lit. ). Hierzu 
muli eine representative Anzahl von T-Zell-Klonen, die von ausreichend 
vielen Spendern abstammen, etabliert werden. 

15 

Diese T-Zell-Klone werden mit den oben beschriebenen uberlappenden 
Peptiden inkubiert und deren Fahigkeit, die T-Zellen zur Proliferation zu 
stimulieren, getestet. Die Proliferation wird durch Einbau von [ 3 H]-Thymidin 
mit an sich ubiichen Verfahren bestimmt. Diejenigen Oligopeptide, die eine 
20 ausreichende Proliferation der T-Zell-Klone auslosen, werden als 
Peptidliganden, die den T-Zell-Epitopen entsprechen, angesehen. Die so 
bestimmten T-Zell-Epitope dienen zur Festlegung von T-Zell-reaktiven 
Bereichen der Allergene, die ihrerseits die Basis fur die Konstruktion der 
erfindungsgemaBen modifizierten rekombinanten Allergene darstellen. 

25 

Um die Reaktivitat von modifizierten rekombinanten Allergenen mit den T- 
Lymphozyten, die bei Allergikern auftreten, zu gewahrleisten, werden die 
T-Zell-reaktiven Bereiche. die die immundominanten T-Zell-Epitope 
einschliefien, von Veranderungen hinsichtlich der Primarstruktur teilweise 
30 oder vollstandig ausgeschiossen. 



35 



/ 9 



WO 98/43657 PCT/EP98/01507 

- 18 - 



In den verbleibenden Bereichen der Polypeptide (Allergene) werden in den 
zugrundliegenden DNA-Sequenzen gentechnisch Mutationen 
vorgenommen, um eine veranderte Primarstruktur zu erzeugen. Durch 
diese veranderte Primarstruktur wird die Bindungsfahigkeit von 
5 sequenzabhangigen kontinuierlichen B-Zell-Epitopen zu den IgE- 

Antikorpern zerstort oder eingeschrankt und die Reaktivitat von 
konformationsabhangigen. eventuell diskontinuierlichen Epitopen mit ihren 
Antikorpern durch die Ausbildung einer abgewandelten Tertiarstruktur als 
Folge der Primarmodifikation vollstandig oder teilweise aufgehoben. 

10 

Die Mutationen kbnnen Substitutionen einzelner oder mehrerer 
Aminosauren au&erhalb der T-Zell-reaktiven Bereich darstellen. Solche 
Punktmutationen werden durch ortsspezifische Mutagenese mit Hilfe der 
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) in die DNA, die z. B. fur das rPhl p 5b 

15 kodiert, eingefuhrt. Als Matrize konnen dabei das Plasmid pGS13, ein 
Expressionsvektor (pMalc), der die cDNA fur rPhl p 5b enthalt, dienen. Zur 
PCR werden genspezifische Primer verwendet, die entsprechende 
Basenaustausche und gleichzeitig eine neue Restriktionsschnittsteile (Nhe 
I bzw. Sph I) enthalten. Die in der PCR amplifizierten Fragmente, die die 

20 Mutation tragen, wurden nacheinander in einen Klonierungsvektor ligiert, 
und dann das komplette Produkt in den pMalc-Expressionsvektor 
umkloniert. 

Weiterhin konnen Mutationen durch unterschiedlich angeordnete 
25 Deletionen vorgenommen werden. Zur Herstellung der Deletionsmutanten 
werden in einer PCR mit Hilfe von genspezifischen Primern verkurzte 3'- 
terminale Fragmente der cDNA von rPHI p 5b hergestellt. Aus den 
Ausgangsvektoren (pGS12 oder pGS13) werden durch Restriktion an 
internen Schnittstellen groBere 3'-terminale Fragmente entfernt, und an 
30 deren Stelle die jeweiis kleineren in der PCR amplizierten Fragmente 
einligiert. 

In analoger Art und Weise lassen sich Mutationen durch Additionen von 
ein oder mehreren Aminosauren durch Einschub von zusatzlich DNA- 
35 Fragementen erzeugen. 
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Die gentechnisch mutierten DNA-Klone, die fur modifizierte rekombinante 
Allergene kodieren, werden in geeignete Expressionsvektoren umkloniert 
und in geeigneten Wirtsorganismen zur Expression gebracht. Aus den 
Uberstanden oder Aufschlussen dieser Wirtsorganismen werden in 
ublicher Wetse die Fusionsproteine gereinigt und nach Abspaltung des 
Fusionsanteils die modifizierten rekombinanten Allergene mit ublichen 
biochemischen Methoden rein dargestellt. Es ist wichtig, das die 
modifizierten rekombinanten Allergene als reine Komponenten, die den 
naturlichen Allergenen entsprechen, fur weitere Testmengen benutzt 



Die Auswirkungen der induzierten Mutationen auf die Allergenitat, d.h. der 
Bindungsfahigkeit an IgE-Antikorper von Allergikern, der modifizierte 
rekombinante Allergene wird durch den EAST-Hemmtest qualitativ und 
quantitativ bestimmt. Dieser Assay zeigt, ob eine zu testende Substanz 
(modifiziertes rekombinantes Allergen) mit dem naturlichen Allergen 
und/oder dem rekombinanten Wildtyp identisch oder verschieden ist. 
Dartiber hinaus lalit sich der Grad der immunchemischen Verwandschaft 
(Kreuzreaktivitat) quantifizieren. Dieser EAST-Hemmtest berucksichtigt nur 
die Reaktion mit IgE-Antikorpern. 

Als geeignete modifizierte rekombinante Allergene-Varianten werden 
diejenigen ausgewahlt, die eine im Vergleich zum naturlichen Allergen 
und/oder rekombinanten Wildtyp mindestens urn den Faktor 10 2 
verringerte Hemmwirkung, gemessen als P rel bei 50% Hemmung, 
aufweisen. 

Die so ausgewahlten modifizierte rekombinante Allergene-Varianten 
werden uberpruft, ob die T-Zell-Reaktivitat tatsachlich erhalten ist. Dazu 
wird in der ersten Phase ein Satz von T-Zellklonen, die mit Epitopen in den 
T-Zell-reaktiven Bereichen reagieren, zurTestung herangezogen. 



10 



werden. 



35 



Nur solche modifizierte rekombinante Allergene werden berucksichtigt, die 
die ausgewahlten Klone zur Proliferation stimulieren. 
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In der zweiten Phase werden oiigoklonate T-Zell-Linien, die durch 
mehrfache Stimulierung mit den betreffenden Allergen etabliert worden 
sind, zur Testung eingesetzt. Wiederum werden nur solche modifizierten 
rekombinanten Allergene berucksichtigt, die mindestens einen Stimula- 
5 tionsindex (SI) von 50 % des SI des Wildtyps bedingen. 



In der dritten Phase werden polyklonale Kurzzeit-T-Zell-Kulturen aus dem 
peripheren Blut von Allergikern zur Testung eingesetzt. 

10 

Fur die allergische Reaktion (Nebenwirkung) ist aufter der Bindung des 
Allergens an das spez. IgE die allergeninduzierte, IgE-vermittelte 
Histaminfreisetzung durch allergische Effektorzellen von pathophysio- 
logischer Bedeutung. Dabei ist auch die Reagibilitat der Effektorzellen 

15 (Basophile, Mastzellen) und die Epitopspezifitat der uber FceRI 
gebundenen IgE-Antikorper von Belang. Deshalb werden die modifizierte 
rekombinante Allergene-Varianten auf ihre Potenz zur Induktion der 
Histaminfreisetzung durch Degranulation IgE-beladener Basophiler, die 
aus dem Blut von Allergikern prapariert werden, getestet. Die modifizierte 

20 rekombinante Allergene-Varianten, die nach obigen Selektionsregime 
ausgewahlt worden sind, mussen in diesem funktionellen Test eine starke 
reduzierte Fahigkeit zur Histaminfreisetzung aufweisen. 

Die modifizierte rekombinante Allergene, die diese Anforderungen erfullen, 
25 gewahrleisten eine Reaktivitat mit der Mehrheit der regulatorisch 
wirksamen TH-Zellen und besitzen aufgrund ihrer verminderten IgE- 
Reaktivitat die erforderlichen Eigenschaften, urn als Therapeutika zur 
allergenspezifischen Immuntherapie (Hyposensibilisierung) von 
Graminaenpollenallergikem eingesetzt zu werden. 

30 

Gegenstand der Erfindung sind ferner pharmazeutische Zubereitungen 
enthaltend ein oder mehrere modifizierte rekombinante Allergene gema(2> 
der vorliegenden Erfindung und/oder eines ihrer physiologischen unbe- 
denk-lichen Salze oder Solvate sowie gegebenenfalls weitere Wirk- 
35 und/oder Hilfsstoffc zur Behandlung von IgE-vermittelten Allergien. 
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Ferner ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur Herstellung 
pharmazeutischer Zubereitungen, wobei mindestens ein modifiziertes 
rekombinantes Allergen und/oder eines seiner physioiogischen unbedenk- 
lichen Salze oder Solvate zusammen mit mindestens einem festen, 
flussigen oder halbfliissigen Trager- oder Hilfsstoff in eine geeignete 
Dosierungsform bringt. 



Gegenstand der Erfindung ist femer die Verwendung der modifizierten 
rekombinanten Allergene und/oder ihrer physiologisch unbedenklichen 
Salze oder Solvate zur Herstellung pharmazeutischer Zubereitungen, 
insbesondere auf nicht-chemischem Wege. Hierbei konnen sie zusammen 
mit mindestens einem festen, flussigen und/oder halbfliissigen Trager- 
oder Hilfsstoff und gegebenenfalls in Kombination mit einem oder 
mehreren weiteren Wirkstoffen in eine geeignete Dosierungsform gebracht 
werden. Die Arzneimittel dienen zur immunspezifischen Therapie, d. h. zur 
Hyposensibilisierung bei Allergien. Die direkte Verwendung der 
modifizierten rekombinanten Allergene zur immunspezifischen Therapie 
(Hyposensibilisierung) von Allergien ist ebenfalls denkbar. 

Diese Zubereitungen konnen ais Arzneimittel in der Human- oder 
Veterinarmedizin verwendet werden. Als Tragerstoffe kommen organische 
oder anorganische Substanzen in Frage, die sich fur die enterale (z.B. 
orale), parenteral, topische Applikation oder fur eine Applikation in Form 
eines Inhalation-Sprays eignen und mit den neuen Verbindungen nicht 
reagieren, beispielsweise Wasser, pflanzliche Die, Benzylalkohole, 
Alkyienglykole, Polyethylenglykole, Glycerintriacetat, Gelatine, Kohle- 
hydrate wie Lactose oder Starke, Magnesiumstearat, Talk, Vaseline. Zur 
oralen Anwendung dienen insbesondere Tabletten, Pillen, Dragees, 
Kapseln, Pulver, Granulate, Sirupe, Safte oderTropfen, zur rektalen 
Anwendung Suppositorien, zur parenteralen Anwendung Losungen, 
vorzugsweise olige oder wassrige Losungen, ferner Suspensionen, 
Emulsionen oder Implantate, fur die topische Anwendung Salben, Cremes 
oder Puder. Die neuen Verbindungen konnen auch lyophilisiert und die 
erhaltenen Lyophilisate z.B. zur Herstellung von Injektionspraparaten 
verwendet werden. Die angegebenen Zubereitungen konnen sterilisiert 
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setn und/oder Hilfsstoffe wie Gleit-, Konservierungs-, Stabilisierungs- 
und/oder Netzmittel. Emuigatoren, Salze zur Beeinflussung des osmo- 
tischen Druckes, Puffersubstanzen, Farb-, Geschmacks- und /oder 
mehrere weitere Wirkstoffe enthaiten, z. B. ein oder mehrere Vitamine. 

5 Fur die Applikation als Inhalationsspray konnen Sprays verwendet werden, 

die den Wirkstoff entweder gelost oder suspendiert in einem Treibgas oder 
Treibgasgemisch (z. B. C0 2 oder Fluorchlorkohlenwasserstoffen) 
enthaiten. Zweckmaftig verwendet man den Wirkstoff da be i in 
mikronisierter Form, wobei ein oder mehrere zusatzliche physiologisch 

10 vertragliche Losungsmittel zugegen sein konnen, z. B. Ethanol. 

Inhalationslosungen konnen mit Hilfe ublicher Inhalatoren verabreicht 
werden. 

Die Verbindungen und ihre physiologisch unbedenklichen Salze konnen 
15 zur Hyposensibilisierung von Allergikern bei der Bekam-pfung von 

allergischen Erkrankungen, insbesondere von Allergien, die durch Graser 
und Graspollen hervorgerufen werden, verwendet werden. 

Dabei konnen die erfindungsgemafcen Substanzen in der Regel in Ana- 
20 logie zu anderen bekannten, im Handel befindlichen Peptiden, insbe- 
sondere aber in Analogie zu den in der US-A-4 472 305 beschriebenen 
Verbindungen verabreicht werden, vorzugsweise in Dosierungen zwischen 
etwa 0,05 und 500 mg, insbesondere zwischen 0,5 und 100 mg pro 
Dosierungseinheit verabreicht. Die tagliche Dosierung liegt vorzugsweise 
25 zwischen etwa 0,01 und 2 mg/kg Korpergewicht. Die spezielle Dosis fur 
jeden Patienten hangt jedoch von den verschiedensten Faktoren ab, 
beispielsweise von der Wirksamkeit der eingesetzten speziellen 
Verbindung, vom Alter, Korpergewicht, allgemeinen Gesundheitszustand, 
Geschlecht, von der Kost. vom Verabreichungszeitpunkt und -weg, von 
30 der Ausscheidungsgeschwindigkeit, Arzneistoffkombination und Schwere 
der jeweiligen Erkrankung. welcher die Therapie gilt. Die parenteraie 
Applikation ist bevorzugt. 

35 Vor- und nachstehend sind alle Temperaturen in °C angegeben. Zur 

Isolierung der Produkte gibt man, falls erforderlich, Wasser hinzu, stellt, 
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falls erforderlich, je nach Konstitution des Endprodukts auf pH-Werte 
zwischen 2 und 10 ein, extrahiert mit Ethylacetat oder Dichlormethan, 
trennt ab, trocknet die organische Phase uber Natriumsulfat, dampft ein 
und reinigt durch Chromatographie an Kieselgel und /oder durch 
Kristallisation. 



Beispiel 1 



Identifizierung der T-Zeil-Epitope zur Bestimmung der T-Zell-reaktiven 



Fur die Etablierung von T-Zell-Linien (TCL) und -Klonen (TCC), die mit 
dem Graspollenhauptallergen der Gruppe 5 des Lieschgrases (Phleum 
pratense) Phi p5 reagieren, wurden Patienten ausgewahlt, die anam- 
15 nestisch eine typische Symptomatik fur eine Graserpollenallergie (Rhinitis) 
angaben und einen positiven Hauttest (Pricktest) aufwiesen. Diese 
Patienten hatten zirkulierende spezifische IgE-Antikorper mit einer RAST- 
Klasse > 3. 

20 Es wurden je Patient 40 ml heparinisiertes Blut gewonnen. Danach wurden 
aus dieser Blutprobe nach ubiichem Verfahren mittels Dichtegra- 
dientenzentrifugation periphere mononukleare Zellen (PBMC) isoliert. 
Analoge Zellisolierungen erfolgten spater, wenn die Gewinnung bestrahlter 
autologer Antigen-prasentierender Zellen (APZ) zur weiteren 
25 Charakterisierung der TCL und TCC notwendig war. Nach Zahlung der 
PBMC wurden TCL mit Reaktivitat auf Gruppe 5-Allergene in vitro wie folgt 
und bereits an anderen Stellen detailliert beschrieben (Lit. 1) etabliert: In 
24 well - Mikrokulturplatten wurden pro Kavitat 1,5 bis 2,0x10 6 PBMC in 1 
ml Kulturmedium (UltraCulture) 7 Tage lang unter Zugabe von 
30 immunaffinitatschromatographisch gereinigten naturlichen Phi p5- 
Allergenen Oe 10 ug/well) stimuliert. Es wurden insgesamt 8 bis 10 dieser 
Kulturen angelegt. Die immunoaffinitatschromatographische Isolierung von 
Phi p 5 ist detailliert beschrieben (Lit. 2). Nach Ablauf der 7 Tage- 
Kultivierung wurde den Zellkulturen IL-2 (10 bis 20 lU/well) fur weitere 5 
35 bis 7 Tage zugegeben. AnschlieRend wurden alle Einzelkulturen gepoolt, 
uber Dichtegradientenzentrifugation die T-Zellblasten angereichert und die 



Bereiche des Graspollenhauptallergens Phi p5 
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15 



20 



25 



gewonnene TCL im spezifischen Lymphozytenproliferationstest gepruft 
(siehe auch Lit. 1). Hierzu wurden in 96 well - Mikrokulturplatten im 
Dreifachansatz jeweils 2 x 10 4 /ml TCL-Blasten mit 5 x 10 4 /ml bestrahtten 
autologen APZ's kultiviert Ais spezifischer Antigenstimuius wurden 10-20 
|jg Phi p5-Allergen hinzugegeben. Nach 56 Stunden Inkubation wurde zu 
den Mikrokulturen 3 H-markiertes Thymidin (IpCi/well) pipettiert. Weitere 16 
Stunden spater wurde die in den proliferierenden T-Zellblasten 
inkorporierte Radioaktivitat in einem Beta-Counter (Matrix 96) gemessen. 
Die Resultate wurden als arithmetisches Mittel der Mehrfachansatze in 
Counts pro Minute (cpm) errechnet. Das Kriterium fur die Qualitat der TCL 
war der Stimulationsindex. der sich aus der Relation der cpm-Werte mit 
Phi p5-Zusatz zu denen ohne Phi p5-Zusatz ergab. 

Na . Auswahl der TCL's wurden diese kloniert (s. Lit. 1 ). Dazu wurden 0,3 
TCL-Blasten / well in einem Endvolumen von 0,2 ml in 96 well- 
Mikrokulturplatten (Rundboden) unter Zugabe bestrahlter allogener PBMC 
(5 x 10 4 /well), PHA (1,5 g/ml) und IL-2 (25 lU/ml) kultiviert. Nach 12 bis 14 
Tagen wurden die Kulturen mit frischen bestrahlten PBMC, PHA und IL-2 
gefuttert. Aufcerdem wurde alle 4 bis 5 Tage ein Mediumaustausch unter 
Zugabe von IL-2 (25 lU/ml) durchgefuhrt. Vor Durchfuhrung des Phi p5 - 
spezifischen Proliferationstestes verstrich eine ca. 10 Tage lange Periode 
ohne Zugabe bestrahlter allogener PBMC. Die ausgewahlten TCC wurden 
dann in 24 well - Mikrokulturplatten durch wiederholte Stimulation mit PHA, 
bestrahlten allogenen PBMC und IL-2 (50 lU/ml) vermehrt. 

Nach Klonierung einer TCL (siehe unten) wurde die Spezifitat der isolierten 
TCC wie eben beschrieben bestimmt. Fur die TCC wurden 
Stimulationsindices von mindestens 5 als positiv gewertet. Auch die 
Bestimmung von T-Zellepitopen zur Festlegung der T-Zell-reaktiven 
Bereiche auf Gruppe 5 - Allergenen erfolgte mittel s spezifischer 
Proliferationsteste, wobei hierfur jeweils 1-2 |jg/ml synthetisierter Dodeca- 
peptide eingesetzt wurden (siehe unten). 



35 



Fur die Bestimmung der T-Zellepitope wurden insgesamt 86 uberlappende 
synthetische Dodecapeptide verwendet, die auf der Grundlage der 
bekannten Primarstruktur des Phi p 5b-Allergens gemaft Bufe et al. (Lit. 3) 
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hergestellt wurden. Die Herstellung dieser Peptide erfolgte mit einem 
kommerziellen Synthese-Kit der Firma CHIRON Mimotopes Peptide 
Systems / Clayton, Australien. Diese Peptide besa&en bezuglich ihrer 
Aminosauresequenzen einen Uberlappungsgrad von 9 Aminosauren (Tab. 
5 1). Die Reaktion von TCC auf eines der im spezifischen Proliferationstest 

verwendeten Peptide wurde als positiv bewertet, wenn der errechnete 
Stimulationsindex mindetens 5 betrug. 

In die Untersuchungen wurden TCC von 18 Graspollenallergikem 
10 einbezogen. Von diesen konnten 54 T-Zellklone isoliert werden, die mit 
den Dodecapeptiden, basierend auf der Phi p 5b-Sequenz, spezifisch 
reagieren. Die Analyse dieser TCC zeigt eine deutliche Konzentration deT 
Erkennung von Peptidiiganden in 3 immundominanten T-Zell-reaktiven 
Bereichen. Von den 54 T-Zellklone reagieren 46, dies entspricht 85%, mit 
1 5 den Peptiden der 3 immundominanten T-Zell-reaktiven Bereichen A, B und 
C des Phi p 5b (Tab. 1a). Nur 8 T-Zellklone reagierten mit 5 anderen 
Peptidiiganden, wobei 3 Peptide von jeweils 2 differenten Klonen erkannt 
werden. Der immundominante T-Zell-reaktive Bereich A umfafit ein Peptid 
(27mer) entsprechend den Positionen 181-207, mit einer Kernregion 
20 bestehend aus den Aminosauren 181-195. 28 der 54 Phi p 5b-reaktiven 
TCC, dies entspricht 51%, reagieren allein mit diesem immundominanten 
Bereich A. 

Mit den T-Zell-reaktiven Bereichen C (Position 16-48; 33mer) und B 
25 (Position 133-150) reagieren 9 (17%) bzw. 9 (17%) der T-Zell-Klone. 

Diese Konzentration der TH-Zellen des untersuchten Allergikerkollektivs 
auf die Erkennung von 3 immundominanten T-Zell-reaktiven Bereichen 
des Hauptallergens Phi p 5b la&t die Konstruktion von Phi p 5b-Mutanten 
zu, bei denen diese Bereiche von den Punkt-, Deletions- oder Additions- 
30 Mutationen nicht beruhrt werden. Damit ist die Voraussetzung gegeben, 
daQ, solche Allergen-Mutanten mit der bei Allergikern vorhandenen 
Allergen-reaktiven TH-Zellen spezifisch reagieren und diese im thera- 
peutischen Sinne beeinflussen. 
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Tab. 1 : Auf der Phi p 5b-Sequenz basierende Dodecapeptide zur 
Bestimmung der T-Zell-reaktiven Bereiche 
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Tab. 1a: Kartierung der T-Zell-reaktiven Bereiche des Graspollen- 
hauptallergens Phi p 5 



TCC 


Stimulierende 


Immundominanter T-Zell- 


Minor Epitop 




Peptidliganden 


reaktiver Bereich 






(12mer) 












A 


B 


C 




DW8 


139-150 




+ 
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196-207 


+ 
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+ 
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+ 
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+ 
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+ 
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+ 
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+ 
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+ 
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AS 4 
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+ 
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+ 






UZH2 
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+ 




|UZ 25 
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+ 
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15 Beispiel 2 

Herstellung der Punktmutanten PM1, PM2 (D 48 -» L, K 50 -> A) und PM3 
(A 13 -» C) des rPhl p 5b 

20 

PM2: 

Als Ausgangsvektor diente das Plasmid pGS13. Es handelt sich hierbei 
umd en pMalc-Vektor (Biolabs), der die cDNA fur das wt rPhl p 5b Bam HI 
/ Hind III kloniert enthalt. In einer PCR-Reaktion wurden die Fragmente 1 
25 (Bp: 1-153) und 2 (Bp: 141 - 1374) der cDNA des rPhl p 5b amplifiziert. 
Dazu wurden folgende Primer verwendet (Restriktionsschnittstellen sind 
unterstrichen): 

Fragment 1: 

30 Phi p 5b sense: 

5--ATAT GGATCC ATCGAGGGAAGGGCCGATGCCGGCTACGCC-3' 

MP1 antisense: 

5 --GAACGCIAGCGCCGCAGGGACGCTGGC-3 ' 
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Fragment 2: 
MP1 sense: 

5 '-GCGCTAGCGTTCAAGACCTTCGAG-3 * 



Phi p 5b antisense: 

5 '-ATAT AAGCTTT CCTCTGAAGGAAGGCAACCC-3 ' 

Die beiden Mutagenese-Primer MP1 sense und MP1 antisense enthalten 

6 Basenaustausche gegenuber der wt-Sequenz, die zusatzlich eine neue 
Restriktionsschnittstelle fur das Enzym Nhe1 I, ergeben. 

Das amplifizierte Fragment 1 wurde Bam HI /Nhe I verdaut und in den 
Vektor pUH89 (Jekel et al., Gene: 154, 55-59; 1995) kloniert. Das 
resultierende Plasmid pGS10 wurde erneut mit Nhe I / Hind III restringiert 
und in diese Schnittstellen das Fragment 2 (Nhe I / Hind III) eingebaut. 
Dieses Plasmid pGS11 enthalt die komplette cDNA, die fur das rPhl p 5b 
kodiert, mit den gewunschten Basenaustauschen. Zur Expression der 
Punktmutante rPhl p 5b PM2 wurde die mutierte cDNA in die Bam HI / 
Hind Ill-Schnittstellen in den Expressionsvektor pMalc umkloniert. Das 
entstandene Plasmid wurde mit pGS21 bezeichnet. 

Die Punktmutante rPhl p 5b PM1 wurde analog zu PM2 hergestellt. Sie 
enthalt, bedingt durch einen PCR-Fehler, eine zusatzliche Punktmutation: 
N 32 -> D. 

Zur Klonierung dieser Punktmutante wurde die gesamte cDNA von rPhl p 
5b im Vektor p GS13 in einer PCR mit folgenden Primern appliziert 

PCysMI: 

S^ATAT GGATCC ATCGAGGGTAGGGCCGATGCCGGCTACGCCCCGGC 
CACCCCGGCTGCAIGCGGAGCG-3' 



Phi p 5b antisense: siehe oben. 

35 
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Der Mutagenese-Primer PCysMI enthalt 3 Basenaustausche gegenuber 
der wt-Sequenz, die zum Austausch eines Alanin-Restes gegen einen 
Cystein-Restfuhren, und gleichzeitig eine neue RestriktionsschnittsteUe fur 
das Enzym Sph I ergeben. Das PCR-Produkt wurde direkt in den 
5 Expressionsvektor pMalc (Bam HI / Hind III) kloniert. Der resultierende 
Vektor wurde mit pCysMI bezeichnet. Die erfolgreiche Mutagenese wurde 
in einer Restriktionsanalyse mit Sph I uberpruft. 



10 Beispiel 3 

Herstellung der Deletionsmutanten DM1 (AK 50 - P 132 , D 49 -> L), DM2 
(AF 51 - G 178 , D 49 -+ L, K 50 -» A) und DM3 (AA 154 - T 177 , A 220 -> T) 

15 

Als Ausgangsvektor fur die Klonierung der Deletionsmutante DM1 diente 
das Plasmid pGS21 (siehe oben). In einer PCR wurde das Fragment Bp 
399 - 1374 der cDNA von rPhl p 5b amplifiziert unter Verwendung der 
folgenden Primer: 

20 

MP2 sense: 

5'- GCTAGC CGGCGAGCTGCAGATCATCG-3' 



Phi p 5b antisense: siehe oben. 

Der Vektor pGS21 wurde Nhe I / Bam HI restringieri vom 
herausgeschnittenen Fragment getrennt und in den Restvektor das 
ebenfalls Nhe I / Bam HI restringierte PCR-Produkt einligiert. Der daraus 
resultierende Vektor pDM1 enthalt die cDNA des rPhl p 5b mit einer 
Deletion von 252 bp, die fur die Deletionsmutante rPhl p 5bDM1 kodiert. 
Die Deletionsmutanten DM2 und DM3 wurden analog hergestellt. 
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Beispiel 4 

Nachweis der verminderten Allergenitat (IgE-Reaktivitat) der 
rekombinanten Phi p 5b-Mutanten durch den EAST-Hemmtest 

5 

Die Bindung der Allergene durch die IgE-Antikorper ist die 
Grundvoraussetzung fur die Allergen-spezifische Aktivierung der 
Effektorzellen (Mastzellen, Basophile u.a.) bei der Typ l-Aiiergie. Die 

10 Bindung der Allergene an IgE-Antikorper kann am besten mit der Allergen- 
spezifischen Hemmung des Enzym-Allergen-Sorbent-Tests (EAST) 
qualitativ und quantitativ erfa&t werden. Der EAST-Hemmtest wird wie folgt 
ausgefuhrt. Mikrotiterplatten werden mit Allergen (naturliches oder 
rekombinantes Phi p 5 bzw. Phi p 5b) beschichtet (1 pg/mi). Nach 

15 Entfernung der nicht gebundenen Allergenmolekule durch Waschung 
werden unspezifische Plastbindungsstellen mit Rinderserumalbumin 
(0,5%) blockiert. Anti-lgE von Allergikern, als reprasentativer Pool von 10- 
30 Spendern oder als Einzelserum, wird in einer geeigneten Verdunnung 
mit den Allergen-beschichteten Mikrotiterplatten inkubiert Die gebundenen 

20 allergenspezifischen IgE-Antikorper werden mittels Enzym-gekoppel-tem 
Anti-lgE (z.B. Alk. Phosphatase - a-lgE) quantifiziert Dieses Bindung wird 
durch losliches Allergen oder die zu prufende Substanz (Allergen- 
Mutanten) in Abhangigkeit von der Konzentration gehemmt. Als Bezug 
dient die Hemmkurve mit dem gereinigten naturlichen Allergen Phi p 5b. 

25 

Mit dem reprasentativen Allergikerserum-Pool Bor 18/100 (20 Spender) 
ergeben sich die in Abb. 1 dargesteliten Hemmkurven. 

Das rPhl p 5b (Wildtyp) und die PM3 zeigen dem 
30 affinitatschromatographisch gereinigten, naturlichen Phi p 5b ahnliche 
Bindungskurven. Geringfugige Unterschiede werden durch bessere 
Hemmwirkung im niedrigeren Bereich sowie durch schlechtere Hemmung 
in hohen Konzentrationen sichtbar. Die Ursache hierfur ist unbekannt, 
kbnnte aber in geringfugig differierenden Konformationsepitopen 
35 begrundet sein. 
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Die Punktmutante PM1 zeigt diesen Effekt im hoheren Bereich etwas 
starker ausgepragt. Deutlich verminderte Hemmwirkung weisen die 
Deletionsmutanten DM1 und DM3 auf. Dies belegt die stark reduzierte 
Allergenitat dieser Ailergen-Mutanten, die damit mit chemisch modifizierten 
5 Allergen (Allergoiden) vergleichbar sind. 

Die Deletionsmutanten DM2 und DM2* zeigen eine extrem geringe Hemm- 
wirkung der AIlergen-lgE-Reaktion. Dies zeigt, daG> die Allergenitat dieser 
Mutanten wettgehend elimiert ist. Ein anderer Allergiker-Serumpool (We 

10 6/97) sowie die Einzelseren der Allergiker II3, 1112 und 1117 zeigen zwar 
leichte Variationen der Hemmkurven mit den Mutanten, bestatigen aber, 
dad die Deletionsmutanten DM1 und DM3 eine stark reduzierte 
Allergenitat aufweisen (Abb. 2-5). Die Hemmwirkung der 
Deletionsmutanten DM2 und DM2* ist auf eine geringe Restaktivitat 

15 eliminiert. Die Punktmutationen PM1 und PM3 zeigen keine oder nur eine 
meist geringe Reduktion der Allergenitat (z.B. PM1 mit Pool We 6/97 und 
Einzelserum II 17). Die Hemmkapazitat der modifizierten Allergene kann 
durch Berechnung der Prel-Werte bei 25%iger oder 50%iger Hemmung 
quantifiziert werden (1). Die entsprechenden Hemmwerte und sowie die 

20 Allergene Potenz (Prel) gemessen bei 25 bzw. 50% Hemmung sind in den 
Tabellen 2-6 fur die Serumpools und Einzelseren dargestellt. 

Die Deletionsmutation DM2 und DM2* zeigen den Verlust der Allergenitat 
durch die extrem kleinen oder nicht mehr sinnvoll bestimmbaren Prel- 

25 Werte. Die Punktmutationen PM1 und PM3 zeigen teilweise einen 
Allergenitatsverlust. der aber fur praktische Anwendung nicht ausreicht. 
Die Deletionsmutanten DM 1 und DM 3 weisen eine starke Reduzierung 
der Allergenitat auf. Die Reduzierung der IgE-Reaktivitat ist besser oder 
vergleichbar mit den bisher bekannten chemisch modifizierten Allergenen 

30 und macht dadurch diese Mutanten zu besonders geeigneten Kandidaten 
fur die Immuntherapie. 



35 
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Allergiker - Einzeiserum 11/3 
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• nPhl c 5b - PM 1 DM 1 • DM 2 

■ rPhl p 5b ▼ ▼ PM 3 ■— ■ DM3 3— S- DM 2~ 
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Inhibitor [mol/l] 



Abbiidung 5 EAST - Hemmkurven der Phi p 5b - Mutanten mit dem 
Allergiker - Einzelserum 11/17 

Inhibitoren: 

» nPhl p 5b ^ PM 1 ♦ DM 1 • DM 2 

■— ■ rPhl p 5b T-^T PM 3 ■— m DM 3 3— ■€ DM 2* 
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Tabelle 2: 

Allergene Potenz (P re i) der rekombinanten Phi p 5b-Mutanten im Vergleich zu 
rekombinantem und nativem Phi p 5b mit dem Allergiker-Serumpool Bor 18/100 

Inhibitor Hemmwert 1 Allergene Potenz(P re ,) 2 

[mol/1] 

25% 50% 25% 50% 



nPhlp5b 3,3 x10" 10 4,2 x10" 9 1,000 1,000 

10 rPhlp5b 2,0 x10" 10 5,0 x 10' 9 1,709 0,8410 



15 



PM1 


4,5 x 10- 10 


1,2 x 10" 8 


0,739 


0,3490 


PM3 


2,0 x 10' 10 


4,8 x 10" 9 


1,641 


0,8640 


DM1 


8,6 x 10" 9 


2,8 x 10" 8 


0,039 


0,0015 


DM2 


8,3 x 10 13 


2,3 x 10 38 


4,0 x 10" 23 


1,8 x 10" 45 


DM3 


1 ,2 x 1 0" 8 


4,1 x 10" 5 


0,028 


0,0001 


DM2* 


5,0 x 10 23 


2,3 x 10 66 


6,7 x 10" 34 


2,0 x 10" 75 



20 

'Hemmwerte: Konzentrationen d. Inhibitoren bei 25% bzw. 50% Hemmung 
2 Allergene Potenz: relativ zu nauvem Phlp5b bei 25% bzw. 50% Hemmung 



30 



35 



WO 98/43657 PCT/EP98/01507 

- 40 - 



Tabelle 3: 

Allergene Potenz (P rel .) der rekombinanten Phi p 5b-Mutanten im Vergleich zu 
rekombinantem und nativem Phi p 5b mit dem Allergiker-Serumpool WE 6/97 

5 Inhibitor Hemmwert 1 Allergene Potenz(P rel ) 2 

[mol/l] 

25 % 50 % 25 % 50 % 



n Phi p 5b 5,1 x10" 10 6,1 x 10" 9 1,000 1,000 

rPhlp5b 3.0 x10" 10 1,4 x10" 8 1,697 0,4400 



15 



PM1 


1,2 x 10" 9 


1,2 x 10" 7 


0,415 


0,0510 


PM3 


8,3 x 10" 10 


3,0 x 10" 8 


0,611 


0,2030 


DM1 


2,3 x 10" 8 


1,7 x 10" 5 


0,022 


0,0004 


DM2 


1,9 x 10 8 


2,7 x 10 21 


2,6 x 10~ 15 


2,3 x 10 


DM3 


5,1 x 10" 9 


2,9 x 10" 8 


0,099 


0,0020 


DM2* 


4,6 x 10" 7 


1,5 x 10" 3 


0,001 


4,0 x 10 



1 Hemmwerte: Konzentrationen d. Inhibitoren bei 25% bzw. 50% Hemmung 
2 Allergene Potenz: relativ zu nativem Phlp5b bei 25% bzw. 50% Hemmung 

25 
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Tabelle 4: 

Allergene Potenz (P re i) der rekombinanten Phi p 5b-Mutanten im Vergleich zu 
rekombinantem und nativem Phi p 5b mit dem Allergiker-Einzelserum II/3 

Inhibitor Hemmwert 1 Allergene Potenz(P rel ) 2 

[mol/1] 







25 % 


50 % 


25 % 


50 % 


10 


n Phi p 5b 


5,1 x10- 10 


5,9 x 10" 9 


1,000 


1,000 




r Phi p 5b 


5,6 x 10" 10 


1,4 x 10" 8 


0,9030 


0,4190 




PM1 


8,6 x 10' 10 


1,9 x 10" 8 


0,5950 


0,3140 


15 


PM3 


5,5 x 10~ 10 


1,5 x 10' 8 


0,9220 


0,3990 




DM1 


1,2 x 10 s 


1,7 x 10" 8 


0,0420 


0,0035 




DM2 


6,6 x 10 10 


5,2 x 10 27 


7,7 x10- 20 


1,1 x 10- 38 




DM3 


1,1 x 10" 6 


0,032 


0,0004 


1,8 x 10" 7 


20 


DM2* 


2,1 x 10~ 6 


0,010 


0,0002 


5,9 x 10" 7 



1 Hemmwerte: Konzentrationen d. Inhibitoren bei 25% bzw. 50% Hemmung 
2 Allerqene Potenz: relativ zu nativem Phlp5b bei 25% bzw. 50% Hemmung 

25 



30 
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Tabelle 5: 

Aliergene Potenz (P re i.) der rekombinanten Phi p 5b-Mutanten im Vergleich zu 
rekombinantem und nativem Phi p 5b mit dem Allergiker-Einzelserum 11/12 

5 Inhibitor Hemmwert 1 Aliergene Potenz(P rel ) 2 

[mol/l] 



15 





25 % 


50 % 


25 % 


50 % 


n Phi p 5b 
r Ph! p 5b 


5,2 x 10" 10 
8,7 x 10" 10 


6,8 x 10" 9 
7,3 x 10" 8 


1,000 
0,597 


1,000 
0,093 


PM1 


1,3 x 10" 3 


8,3 x 10" 8 


0,391 


0,082 


PM3 


1,3 x 10" 9 


9,1 x 10" 8 


0,389 


0,075 


DM1 


1,5 x 10" 5 


68,0 


3,4 x 10~ 5 


1,0 x 10~ 10 


DM2 


3,8 x 10 10 


4,4 x 10 30 


1,4 x 10~ 19 


1,6 x 10" 39 


DM3 


4,5 x 10' 8 


0,0001 


0,012 


5,7 x 10~ 5 


DM2* 


196,0 


7,4 x 10 14 


2,6 x 10" 12 


9,2 x 10" 25 



1 Hemmwerte: Konzentrationen d. Inhibitoren bei 25% bzw. 50% Hemmung 
2 Allergene Potenz: relativ zu nativem Phlp5b bei 25% bzw. 50% Hemmung 

25 
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Tabelle 6: 

Allergene Potenz (P re i.) der rekombinanten Phi p 5b-Mutanten im Vergleich zu 
rekombinantem und nativem Phi p 5b mit derm Allergiker-Einzelserum 11/17 

Inhibitor Hemmwert 1 Allergene Potenz(P rel ) 2 

[mol/l] 







25% 


50 % 


25 % 


50 % 


10 


n Phi p 5b 


2,2 x 10- 10 


2,6 x 10" 9 


1,000 


1,000 




rPhl p 5b 


2,1 x 10" 10 


4,7 x 10" 9 


1,045 


0,5450 




PM1 


6,4 x 10- 10 


2,2 x 10' 8 


0,336 


0,1190 


15 


PM3 


2,5 x 10' 10 


5,5 x 10" 9 


0,855 


0,4680 




DM1 


6,5 x 10" 9 


2,0 x 10~ 8 


0,033 


0,0010 




DM2 


73,9 


6,4 x 10 19 


2,9 x 10" 12 


4,1 x 10- 29 




DM3 


5,6 x 10" 9 


5,0 x 10' 8 


0,038 


0,0005 


20 


DM2* 


0,0004 


11675,0 


5,3 x 10~ 7 


2,2 x 10 -13 



'Hemmwerte: Konzentrationen d. Inhibitoren bei 25% bzw. 50% Hemmung 
2 Allerqene Potenz: relativ zu nativem Phlp5b bei 25% bzw. 50% Hemmung 

25 

Beispiel 5 

30 Reduzierte Histaminfreisetzung von Basophilen durch die rPhl p 5b 
Mutanten 



35 



Die hergestellte Punktmutante PM3 und die Deletionsmutanten DM1. 
DM2, DM2* und DM3 wurden auf ihre Fahigkeit, Histamin aus Basophilen 
freizusetzen, uberpruft und mit dem Wildtyp rPhl p 5b verglichen. 
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Vor dem Histaminfreisetzungstest wurden zunachst die basophilen 
Leukozyten aus dem EDTA-Blut eines Allergikers (PS-W) uber eine 
Dextran-Sedimentation angereichert und dann auf eine Endkonzentration 
von 100.000 Basophilen/ml eingestellt. Zur Freisetzung von Histamin aus 
den Basophilen wurden jeweils 200 pi der Zellsuspension mit 50 pi 
Antigenlosung 40 min. bei 37°C inkubiert. Dazu wurde das rPhl p 5b und 
die Mutanten in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt (von 10" 5 -10" 
12 M). Das freigesetzte Histamin wurde in den jeweiligen Uberstanden mit 
Hilfes des Methyl-Histamin-RIA der Fa. Pharmacia nach der Vorschrift des 
Herstellers bestimmt. 

Alle untersuchten rekombinanten Proteine beschrieben im 
Histaminfreisetzungstest mit zunehmender Konzentration die typische 
Glockenkurve (Abb. 6). Im Vergleich zum Wildtyp rPhl p 5b zeigte die 
Punktmutante keine signifikanten Unterschiede bezugiich ihrer Fahigkeit, 
Histamin freizusetzen. Fur die Deletionsmutanten DM3, DM1 bzw. DM2 
ergab sich, bei Bezug auf die Konzentraton, die eine 30%ige Histamin- 
freisetzung bewirkt, eine Reduktion um das 3-, 20-, bzw. 500-fache. Die 
Deletionsmutanten zeigen also eindeutig ein vermindertes Vermogen, 
Histamin aus Basophilen freizusetzen. 
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Abb. 6 Histaminfreisetzung vcn humanen Basophilen nach Reaktion mit 
den Allergenen und Allergenmutanten 



rPhl p 5b 
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Beispiel 6 

Nachweis der Reaktivitat von rekombinanten Phi p 5b-Mutanten mit T- 
Zell-Klonen von Graspollenallergikern 

Die Reaktivitat der rekombinanten Phi p 5b-Mutanten wurde an etabiierten 
T-Zeil-Klonen (TCC) mit bekannter Spezifitat getestet. Die TCC stammen 
von Graspoilen-Ailergikem (s. Bsp. 1) und sind gegen die T-Zell-reaktiven 
Bereiche A (Abb. 7), B (Abb. 8) und C (Abb. 9) gerichtet Die T-Zellreak- 
tivitat wurde durch die Stimuiierung der Kione zur Proliferation gemessen. 
Die Ergebnisse zeigen deutiich, dad die TCC mit den Phi p 5b-Mutanten 
spezifisch reagieren, wenn cer entsprechende Epitop unverandert ist und 
zeigen eTwartungsgemaR keine Reaktion, wenn der Epitop fehit oder 
durch eine Punktmutation verandert ist. 
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Abb. 7: Proliferative Reaktion von Phi p 5b-reaktiven T-Zell-Klonen (TCC) 
vcn Allergikern mit rPhl p 5b-Mutanten 



Spezifitat: Immundominanter T-Zell-reaktiver Bereich A 
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Abb. 8: Proliferative Reaktion von Phi p 5b-reaktiven T-Zell-Klonen (TCC) 
von Aliergikem mit rPhl p 5b-Mutanten 



Spezifitat: Immundominanter T-Zell-reaktiver Bereich B 
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Abb. S: Proliferative Reaktion des Phi p 5b-reaktiven T-Zell-Klonen (TCC) 
von Allergikem mit rPhl p 5b-Mutanten 

Spezifitat: Immundominanter T-Zell-reaktiver Bereich C 
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Beispiel 7 

Testung der Reaktivitat von rekombinanten Phi p 5b-Mutanten mit T- 
Zell-Linien von Graspollenallergikern 



Von 8 Graspollenallergikern (s. Bsp. 1) wurden die oligoklonalen T-Zell- 
Linien (TCL) durch wiederholte Aktivierung mit naturlichem Ph! p 5b (a + b) 
oder rekombinantem rPhl p 5b bzw. 5a + 5b angelegt. 



Diese TCL wurden mit den rPhl p 5b-Mutanten auf ihre proliferative 
Reaktion getestet (Abb. 10). Dabei zeigt sich, da& alle Mutanten die TCL 
aktivieren, wobei jedoch quantitative Unterschiede bestehen. Die 
Deletionsmutante DM3 zeigt bei den meisten TCL eine starke spezifische 
15 Stimulierung. 
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Abb. 10: Proiiferative Reaktion des Phi p 5b-reaktiven T-Zell-Linien (TCL) 



von Aliergikern mit rPhl p 5b-Mutanten 
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Zusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse gemali der Beispiele 1 - 7 



Die Kartierung der von den T-Helferzellen von Graspollen-Allergikern 
5 erkannten Epitope des Phi p 5b-Hauptallergens hat gezeigt, dafi die T- 
Zell-Epitope der individuellen T-Zell-Klone (TCL) uber die gesamte 
Sequenz des Phi p 5b verteilt sind. Es lassen sich jedoch unschwer 3 
immundominante T-Zell-reaktive Bereiche erkennen, die von 85% der 
TCC erkannt werden (Beispiel 1). Durch Punktmutationen (Beispiel 2) und 
10 Deletionsmutationen (Beispiel 3) konnten rekombinante Phi p 5b-Mutanten 
erzeugt werden. Die Punktmutanten (PM1 und PM3) unterscheiden sich 
hinsichtlich ihrer IgE-Reaktivitat, gemessen im EAST-Hemmtest (Beispiel 
4), nur unwesentlich vom Wildtyp Phi p 5b. Die IgE-Reaktivitat der 
Deletionsmustanten DM1 und DM3 ist stark reduziert, aber noch 
15 nachweisbar. Demgegenuber ist die IgE-Bindung der Mutanten DM2 und 
DM2* extrem stark reduziert. Diese graduelle Abnahme der Allergenitat 
der rPhl p 5b-Mutanten wird auch durch den Histamin-Freisetzungstest mit 
Spez. IgE beladenen Basophilen aus dem Blut von Allergikern bestatigt 
(Beispiel 5). Die Prufung der rPhl p 5b-Mutanten mit Epitop-kartierten T- 
20 Zell-Klonen bestatigt, daS die Punkt- und Deletionsmutationen in der 
erwarteten Weise mit dem TCC reagieren oder die Stimulierung nicht 
erfolgt (Beispiel 6). An oligoklonalen T-Zell-Linien, die aus dem Blut von 
Graspollenallergikern durch Stimulierung mit Phi p 5 angelegt wurden, 
konnte gezeigt werden, daB die Mutanten zu einer Stimulierung solcher 
25 oligoklonalen TCL fahig sind (Beispiel 7). FaBt man die Ergebnisse der 
Reduzierung der Allergenitat und den Erhalt der T-Zell-Stimulierung 
zusammen, so stellen die Mutanten, besonders die Deletionsmutanten, 
rekombinante Allergenvarianten dar, die prospektiv zur spezifischen 
Immuntherapie geeignet sind. 
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Die nachfolgenden Beispieie betreffen pharmazeutische Zubereitungen: 
Beispiel A: Injektionsglaser 

5 Eine Losung von 1 00 g eines Wirkstoffes oder Wirkstoffgemisches auf 

Basis der modifizierten rekombinanten Allergene und 5 g Dinatriumhydro- 
genphosphat wird in 3 I zweifach destiiliertem Wasser mit 2 n Salzsaure 
auf pH 6,5 eingestellt, steril filtriert, in Injektionsglaser abgefullt, unter 
sterilen Bedingungen lyophilisiert und steril verschlossen. Jedes Injek- 

10 tionsglas enthalt 5 mg Wirkstoff. 

Beispiel B: Suppositorien 

Man schmilzt ein Gemisch von 20 g eines Wirkstoffes in Form der 
15 modifizierten rekombinanten Allergene mit 100 g Sojalecithin und 1400 g 
Kakaobutter, giefit in Formen und I a fit erkalten. Jedes Suppositorium 
enthalt 20 mg Wirkstoff. 

Beispiel C: Losung 

20 

Man bereitet eine Losung aus 1 g eines Wirkstoffes in Form der 
modifizierten rekombinanten Allergene, 9,38 g NaH 2 P0 4 ■ 2 H 2 0, 28,48 g 
Na 2 HP0 4 • 12 H 2 0 und 0,1 g Benzalkoniumchlorid in 940 ml zweifach 
destiiliertem Wasser. Man stellt auf pH 6,8 ein, fullt auf 1 I auf und 
25 sterilisiert durch Bestrahlung. Diese Losung kann in Form von 
Augentropfen verwendet werden. 

Beispiel D: Salbe 

30 Man mischt 500 mg eines Wirkstoffes in Form der modifizierten 
rekombinanten Allergene mit 99,5 g Vaseline unter aseptischen 
Bedingungen. 
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Beispiel E: Tabletten 



5 



Ein Gemisch von 1 kg Wirkstoff in Form der modifizierten rekombinanten 
Allergene, 4 kg Lactose, 1.2 kg Kartoffelstarke, 0,2 kg Talk und 0,1 kg 
Magnesiumstearat wird in Qblicher Weise zu Tabletten verpreftt, derart, 



daB jede Tablette 10 mg Wirkstoff enthalt. 

Beispiel F: Dragees 

10 Analog Beispiel E werden Tabletten geprefct, die anschlieRend in Qblicher 
Weise mit einem Uberzug aus Saccharose, Kartoffelstarke, Talk, Tragant 
und Farbstoff uberzogen werden. 

Beispiel G: Kapsein 

15 

2 kg Wirkstoff in Form der modifizierten rekombinanten Allergene werden 
in Qblicher Weise in Hartgelatinekapseln gefullt, so daft jede Kapsel 20 mg 
des Wirkstoffs enthalt. 

20 Beispiel H: Ampullen 

Eine Losung von 1 kg Wirkstoff in Form der modifizierten rekombinanten 
A|| er g en e in 60 I zweifach destilliertem Wasser wird steril filtriert, in 
Ampullen abgefulit, unter sterilen Bedingungen lyophilisiert und steril 
25 verschlossen. Jede Ampulle enthalt 10 mg Wirkstoff. 

Beispiel I: Inhalations-Spray 

Man lost 14 g Wirkstoff in Form der modifizierten rekombinanten Allergene 
30 in 10 I isotonischer NaCI-Losung und fullt die Losung in handelsubliche 
SpruhgefaBe mit Pump-Mechanismus. Die Losung kann in Mund oder 
Nase gespruht werden. Ein Spruhstofc (etwa 0,1 ml) entspricht einer Dosis 
von etwa 0,14 mg. 
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Modifizierte rekombinante Allergene (mrA) abgeleitet von Allergenen, 
die durch Extraktion aus naturlichen Rohstoffen gewonnen werden 
konnen und/oder ihre physioiogischen unbedenklichen Salze oder 
Solvate. 

Modifizierte rekombinante Allergene gemaft Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daft diese von den Hauptallergenen der Gruppen 1-6 
abgeleitet werden. 

Modifizierte rekombinante Allergene gemaft der Anspruche 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Reaktivitat mit IgE-Antikorpern von 
Graspollenallergikern eliminiert oder reduziert ist, wobei die Reaktivitat 
mit T-Lymphozyten weiterhin erhalten ist. 

Modifizierte rekombinante Allergene gemaft einem oder mehreren der 
vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daft die Gene 
der Allergene durch gentechnische Verfahren so modifiziert werden, 
daft die von ihnen codierten Polypeptide Austausche, Deletionen 
und/oder Additionen einzelner oder mehrerer Aminosauren im Vergleich 
zum Wildtyp aufweisen. 

Modifizierte rekombinante Allergene gemaft der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, daft dominierende T-Zell-reaktive Bereiche 
(T-Zell-Epitope) von den Allergenen nicht gentechnisch verandert 
werden. 

Modifizierte rekombinante Allergene gemaft Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daft diese von Hauptallergenen der Gruppe 5 
abgeleitet werden. 
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7. Modifizierte rekombinante h ..ergene gemal3> Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, daG, diese von dem Hauptallergen Phi p 5b 
abstammen. 



10 



15 



20 



8. Modifizierte rekombinante Allergene gemaG. Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, da(3> mindestens einer oder eine Kombinationen der 
Bereiche 16-42, 135-149 und 180-206 des aus insgesamt 265 
Aminosauren bestehenden Phi p 5b-Polypeptides nicht verandert 
werden. 

9. Modifizierte rekombinante Allergene gemaft Anspruch 8, ausgewahlt 
aus derfolgenden Gruppe von Polypeptiden 

PM (N 32 -> D, D 49 -> L, K 50 A) 

PM2 (D 49 -> L, K 50 -> A) 

PM3 (A 13 C) 

DM1 (A K 50 P A32 , D 49 L) 

DM 2 (A F 51 -G 178 , D 49 -L, K 50 -A) 

DM2* (A F 51 - G 178 , 179- 217 veranderte Sequenz) 

DM3 (AA 154 -T 177 ,A 22 ST) 



10. Verfahren zur Herstellung von modifizierte rekombinante Allergene 
gemafc der Anspruche 1 bis 9 und/oder ihrer physiologischen unbe- 
denklichen Salze oder Solvate, dadurch gekennzeichnet, dali 
verschiedene Varianten der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
verwendet werden. 



30 11. Pharmazeutische Zubereitung enthaltend ein oder mehrere modifizierte 
rekombinante Allergene gemali der Anspruche 1-9 und/oder eines ihrer 
physiologischen unbedenklichen Salze oder Solvate sowie gegebenen- 
falls weitere Wirk- und/oder Hilfsstoffe zur Behandlung von IgE-ver- 
mittelten Allergien. 
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12. Verfahren zur Herstellung pharmazeutischer Zubereitungen, dadurch 
gekennzeichnet, daG> man mindestens ein modifiziertes rekombinantes 
Allergen gemaft der Anspruche 1-9 und/oder eines ihrer physiolo- 
gischen unbedenklichen Salze Oder Solvate zusammen mit mindestens 
5 einem festen, flussigen oder halbflussigen Trager- oder Hilfsstoff in eine 

geeignete Dosierungsform bringt. 



13. Verwendung der modifizierten rekombinanten Allergene und/oder eines 
ihrer physiologischen unbedenklichen Salze oder Solvate gema£ der 
Anspruche 1-9 zur Herstellung eines Arzneimittels zur immun- 
spezifischen Therapie (Hyposensibilisierung) von Allergien. 



14. Verwendung der modifizierten rekombinanten Allergene gema(J der 
15 Anspruche 1-9 zur immunspezifischen Therapie (Hyposensibilisierung) 

von Allergien. 
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5 Besondere Kategonen von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber ntcht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem intemationaten 
Anmeldedatum veroffentticht worden ist 

"L" Veroffentlichung. die geeignet ist, einen Priorrtatsanspruch zwettelhaft er- 
scheinen zu iassen, Oder durch die das Verotfentlicnungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegt werden 
sott Oder die a us emem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

erne Benutzung, eine Ausstetlung Oder andere MaGnanmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, dte vor dem intemationaten Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Pnontatsdatum verdffentlichtworden ist 
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INTER N ATI ON ALER RECHERCHENBERICHT 



■ntamationaJea Aktenzeicnen 

PCT/EP 98/01507 



Feld I BomerKungen zu aen Anspruchen, aie aich ais nicht rech«rchmrbar erwieaen haban (Fortsetzung von PunKt 1 auf Blatt 1 1 



Gemafl Artikel 1 7(2)a) wurde aus foigenden Grunden fur beatimmte Anspruche koin Recherchendeneht orate lit: 

1. | X I An3oruche Nr. 14 . . , . . 
weii Sie sicn auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde ntcht verpffichtet ist, namiton 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ ISA/210 



2 ' ' ' wel^wcn auf Teile der intemationaien AnmeWung beziehen, die den vorgesohnebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

daQeine sinrrvoiie Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, nambch 



siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3 ' ^— 1 weu'ea s?cVdabei urn aohangige Ansonjehe hands tt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Reget 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feld It Bemerwungen oei mangelnder EinheitiichkBit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt Z auf Blatt 1 ) 



Die mtemationaie Recherche nbendrde hat festgestellt. daB dies* intern ationaie Anmeidung menrere Erfindungen enthatt: 



1 . [~n Da der Anmeider aiie ertorderiiehen zusatziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entnchtet hat, erstreckt aich dieser 
' 1 Internationale Recherchenbencht auf aJle recnerehierbaren Anspruche der international en Anmeidung. 

2 i Da fur alls rechercnierbaren Ansoruche die Recherche ohne einen Arbertaaufwand durchgefuhrt werden konnte, der etne 

zuaatziicne Rechercnengeouhr gereenttertigt halts, hat die Internationale Rechercnenoenbrde nicht zur Zahlung einer soichen 

Gebuhr aufgetordert. 

3. | | Da der Anmeider nur etnige der erforderiichen zusatziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entnchtet hat, erstreckt sich dieser 
— 1 tntemaiionaie Recnercnenoencrrt nur aut die Anapruene oer intern auonaien Anmeidung, fur dse Gebuhr en emncntet woraen 
Bind, namttcn auf die Anspruche Nr. 



4. | 1 Der Anmeider hat die erforderftchen zusatziichen Recherchengebuhren ntcht rechtzeitig entnchtet. Der mtemationaie Recher- 

chenoencnt beschrankt aich daher auf die in den Anspruchen zuerat erwahnte Erfindung; oieae ist in foigenden Anspruchen er* 

faBt: 



Bemerwungen hinstehtlich einea Widersorucfis | j Die zusatziichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widersorucn gezahit. 

| | Die Zahtung zusatzlicher Gebuhren ertotgte ohne Widersprueh 



Formblatt PCT/1SA7210 (Fortsetzung von Blatt 1 0))(Jud 1992^ 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 98/01507 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Obwohl Anspruch 14 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschl i chen/ti eri schen Kbrpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefiihrt und grundete sich auf die angefiihrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusamnensetzung . 



Anspruche Nr. : 14 



Regel 39.1(iv) PCT - Verfahren zur therapeuti schen Behandlung des 
menschl ichen oder tieri schen Kbrpers 



Anspruche Nr. : 1-8 



Anspruche 1-2 geben keinerlei charakteri sti sche technische Information; 
Anspruche 3-8 geben zusatzlcih nur das zu erzielende Resultat an; 
Anspruche 5 und 8 fLihren zusatzlich aus, welche Merkmale NICHT vorhanden 
sein sollen. 

Keiner der genannten Anspriiche beschreibt die Art der Modifikation am 
(bekannten !!) Antigen, die zu einem techni schen Effekt fuhrt. FUr eine 
sinnvolle Recherche i st in diesem Fall ein POSITIVES technisches 
(strukturel les) Merkmal anzugeben, das ursachlich zu dem gewiinschten 
techni schen Effekt fiihrt. 

Siehe auch PCT-Richtl inen fur die Recherche, C-III 2.1, 2.3, 3.6, 3.7, 
3.12. 
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A. KLASSIFIZ1ERUNG 06S ANMEUJUNGSGEGENSTANDeS 

IPK 6 C07K14/415 A61K39/36 



Nacrt dw imammonalan Patantklaaartikation (IPK) odar nach dar naaonalan KlaaairiKaBon una dar IPK 



B. RECHERCHIEBTE GEBIETE 



Racnarcroanar MindastDnrfaton <Klas»iiit<ation»ayatam una Klaaailittauonasymeota ) 

IPK 6 C07K A61K 



Racnarcniana aoar ructu zum Minoestprulatott ganoranoa Varbtlantlicnungaiv sowwt dm unter aia reenaremanan Gatxata tallan 



Wahrana oar tntamaoonaian Racnarena Konsuioaita atawroruaena OatanDanx (Nam. aar OatanDank una avtL vaixaoaeta SuctttagnHa) 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNT6RLAG6N 



Kalagona* 



Bazatcnnung aaf VarolTenttieming. sowan artorOanicn umar AngaDa aar in Batracnt kommanoan Taaa 



Batr. Ansprucn Nr. 



MULLER, W.D. ET AL . : "Group 5 allergens 

of timothy grass ..." 

INT. ARCH. ALLERGY IMMUNOL. , 

Bd. 109, 1996, 

Selten 352-355, XP002077934 

* S. 352, rechte Spalte; Abb. 2; S. 355 * 

WO 91 06571 A (IMMUNOLOGIC PHARMACEUTICAL 
CORPORATION) 16. Mai 1991 

* S. 3-5; Tab. 2; Anspr. 6-22 * 

WO 94 04564 A (THE UNIVERSITY OF 
MELBOURNE) 3.Marz 1994 

* S. 9; S. 20; Anspr. 1-17 * 



9-13 



9-13 



9-13 



Wetter* V*rott»nt*aiunq*n and der fortsettung von Few C zu 
entnenman 



5»er>e Armang Patenrtamfce 



' Basondere Kategonen von angegaoanan Varottanthctiungan 

"A" Var off and tchung. die dan aligemainan Stand dar Tachnik defintert. 

aber nicrrt ais beaondecs bedautsam anzusahen is* 
"E" altares Dokument das tadoch erst am ooar nach dam intern aaonaien 
Anmeioedatum varottantlicnt wordan tat 
varotlantlichung, dia gaatgnat tst. etnen Pnontatsanaprucn zwedelhatt er- 
acheinen zu iassan. Oder ourcn dia das Verorfentiicnungsdaturn emer 
andaran im Recherchenoencnt gen an men verorferttticnung baiagi warden 
sod odar dia aus amem andiron oaeonaaren Grund angegeoan tst (wta 
ausgetiinro 

"O" Veforfentticnung, dia sen auf aina nuindttcha Ottenbarung, 

eina Banutrung, aina Aussteilung Oder andere Maflnahmen baziaht 
>- vafbffantlicnung, dia voc dam mtemationaten Anmetdedatum, aoer nacn 
dam beansorucnten Pnontatsdatum verorf ant Item woroen tst 



■T" Spatare verotfentlicnung, dia nacn demtntemationaien Anmatdadatum 
odar dam Pnontatsdatum veforfentlteht wordan ist und mtt dar 
AnmekSung nicftt kollidiaft. sondarn nur zum Verstancrus das dar 
Erfindung zuo*unde4iegenden Prinnps odar dar thr zugrundeuegenden 
Thaona angegeoen «st 

-X- Verbrtenrticnung von beeonderer Badautung; dia beansofuchte Erfindung 
kann attain autgrund dieser Verotf antticftung merit ats nau od»r aut 
ertindanscfier Tatigkart barunaod batracnt et warden 

*Y* verortanttichung von baaondarar Bedautung: dia baanspruchta Erfindung 
karm mcht a* aU ertinoanscher Tattgke* barunaod betracntet 
wanien warm cfee Veroffenthchung mrteiner odar menreren andaran 
veroftantacnungan dieser Kategone « varbindung gabracftt wird und 
dwse Vertwndung tur «nen Facftmann nahanagend ist 

"V Varbffanttichung, d* Mrtgied darsatbanPatanttamdia ist 
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C.(Forts*aung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorm* 


3«z«icnnung a»r varorf«ntiicnung, sow*t «rlorcJ»riicn untw AngaD* oof in Batncnt Kommtndtn T«u« 


9«tr. Anspruch Nr. 



BECKER, W.M.: "Molekulare 

Charakterisierung von AHergenen" 

IMHUN. INFEKT. , 

Bd. 22, 1994, 

Selten 82-87, XP002077935 

*Tab. 1; S. 86 * 
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FofTTtftfan PCT/1SA/210 (Forts wrung von BUn 2) (Ju* 1992) 



LtebNATIONALE zusam^arbeitaufdem 

VERTRAG OBER ° ,E G ^ E ^™ N A ^NTWESF-*- ' 



PCT 



REC'D 



2 8 MAY 1999 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



to Obersendung des international 



AT^cT^Td^^ 

971 3001 ve/rs 



Internationales Aktenzeiohen 
PCT/EP98/01507 



WEITERES VORGEHEN voriaufigen prun.n^« 



16/03/1998 



Prioritatsdatum (TagMonaVTag) 
27/03/1997 



A61K38/00 



nationale Wassifikation und IPK 



L 



Anmelder 

MERCK PATENT GMBHe^al 



m , s Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 
, Dieser BERICHT umta.t insgesa.t Bescnreib ungen, Ansprucnen 

BehordevorgenommenenBencmig 9 



Diese Anlagen 



umfassen insgesamt Blatter. 



nohtenthaltAngabenzutolgendenPunkten: 



3. Dieser Bericht 

I 8 Qrundlage des Berichts 

„ □ Rioritat Qrutacnte nsQberNeuh e it,erfinderisch e 
„, S KeineErstellung ernes Gutacntensu 



Tatigkeitundgev-erblicheAnwendbarkert 



• s =========- 



VII 
VIII 



Bestimmte Bemerkungen zur 




Datum 



der Fertigstellung dieses Berichts 



Datum der Einreichung des Antrags 



22/09/1998 



Prufung beauttragten Behorde. 
_ - Europaisches Patentamt 

J) 

Fax: (+49-89) 2399-4465 



2 6.©-^ 



BevoilmacMigter Bediensteter 
Hermann, R 

Tel Nr ( + 49-89)23998543_ 




Formblatt 



^^^ed^att) (Januar 1994) 



Intern 



attona\esAWenzei*en_ 



PCT/EP98/0150 7 



f eine Aufforderung nach 



Beschreibung, 



1-53 



Seiten: 



ursi 



prunglicne Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 



1-14 



ursprungliche Fassung 



2. 



MgrundderAnderungensind 

n „ Seiten: 
q Beschreibung, 

Q Anspruche, 

□ Zeichnungen, 



1olg endeUnterlagenfo rt ge1allen: 



Nr.: 
Blatt: 



..Etwaige-satzncheBemerKungen: 

- HaewerbUcheAnwendbarkeit 
■ che TaVigkeit und gewerui 

□ ««-»-• 

B AnsprOcheNt. 1- 8 

(genaue Angaben)'. 



.VIII. Blatt 1) (Ja™ ar 



ANATIONALER VORLAUFIGER 
FUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/01 507 



□ Die Beschreibung. die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder dTe obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, dafB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 

konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, da(3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

H Fur die obengenannten Anspruche Nr. 1 -8 wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 



V. Begrundete Feststel.ung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung d.eser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: 


Anspruche 


9-14 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche 


9-14 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche 


9-14 


Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt2) (Januar 1994) 



NATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/01 507 
FUNGSBERICHT - BEIBLATT , 




Ad III: 

Die internationale vorlaufige Prufung bleibt beschrankt auf Anspruche 9-14. 



1) . Neuheit: 

Die modifizierten Allergene gemaG Anspruch 9 sind neu. 

2) . Erfinderische Tatigkeit: 

Das zu losende Problem ist die Herstellung von modifizierten Phi p 5b Allergenen, die 
zwar noch die geeignete T-Zell Reaktivitat, aber deutlich reduzierte IgE Reaktivitat 
aufweisen. 

Die Aufgabe wird gelost von mutierten Formen des bekannten Allergens (Anspruch 9). 
Die Verbindungen aus Anspruch 9 sind nachweislich vorteilhaft fur ein gezieltes 
Hyposensibilisierungsprogramm mit verringerten Nebenwirkungen. 

Als nachster Stand der Technik wird WO- A-9 1/06571 angesehen (=D1) , das sich das 
analoge Problem fur Katzenhaarallergene stellt. Die in D1 gefunden Losungen 
beinhalten inter alia mutierte (Teil-)Sequenzen des Allergens TRFP (D1, Anspruche 9- 
22). 

WO-A-94/04564 (D2) stellt sich ebenfalls das analoge Problem fur das mit Phi p 5b 
nahe verwandte Lol p 5 Antigen. Als Losung wird ebenfalls die Modifikation des 
Allergens in Betracht gezogen (S. 9-21). 

Das Konzept, irgendwelche strukturell undefinierte Mutanten von bekannten Antigenen 
herzustellen, ist somit bekannt und ist bereits zur Anwendung gekommen. 

Die Gesamtsequenz des Antigens Phi p 5b ist ebenfalls bekannt ( D3 = Aller. Immunol. 
1996 109, 352-355), so daf3 der Anwendung der technischen Lehre von D1 und D2 auf 
das Antigen von D3 fur sich allein noch keine erfinderische Tatigkeit zukommt. 

Die Selektion der einzelnen, nachgewiesenermaRen vorteilhaften Verbindungen von 
Anspruch 9 aus dem Kollektiv von in Frage kommenden Mutationen am bekannten 
Antigen Phi p 5b ist jedoch nicht nahegelegt worden. Aufgrund des vorteilhaften 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



Aiicir^PR Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/01 507 



jkeit fur den beschrankten Umfang von Anspruch 
INJFfe Anspruche anerkannt werden. 

.pruche r ( ch genommen klar sein. Die Kodes fur die Peptide aus 

>pruch 9 unk 
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Applicant's or agent's file reference 
9713001ve/rs 


See Notific 

FOR FURTHER ACTION Prdiminary i 


ation of Transmittal of International 
examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP98/01507 


International filing date {day /monthly ear) 

16 March 1998 (16.03.1998) 


Priority date (day/month/year) 

27 March 1997 (27.03.1997) 


International Patent Classification (IPC) or n 
A61K 38/00 


ational classification and IPC 


Applicant 


MERCK PATENT GMBH 





This international prelimmary examination report has been prepared by this International PreUminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

This REPORT consists of a total of 5 sheets, including this cover sheet. 

r-n Thus report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description^ claims , and/or *^ 
□ been amended and are the basis for this report and/or sheets containing recusations made before this Autnontv 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative instructions under the PC 1 ). 

These annexes consist of a total of sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, invent.ve step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


0 


II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

22 September 1998 (22.09.1998) 


Date of completion of this report 

26 May 1999 (26.05.1999) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



lnt^^Hnai application No 

PCT/EP98/01507 



. Basis of the report 

1 This renort h as been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
1. lhlbrL P°^ h fj beCT ^ a \ Zr-zinalh filed" and or, not annexed to the report since they do not contain amendments.), 

under Article 1 4 are referred tu m this report as or.ginaiiy j.seu ur.u 



| — | the international application as originally filed. 

£7j the description, pages ^ . as originally filed. 



pTJ the claims, 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-14 



| | the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



| 2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

| | the claims, Nos. 



| | the drawings, sheets/fig 



. filed with the demand. 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand. 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



, as originally filed. 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



, m This report has been established as if (some of) the amendments had not been made since they have been considered 
3 - I I to g 0 beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



}mal application No 

PCT/EP98/01507 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

| | the entire international application. 

[X] claims Nos. 1-8 

because: 

□ the said international application, or the said claims Nos. — 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify). 



II. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 



r-, the claims, or said claims Nos. J are 50 inadequately supported 

I | by the description that no meaningful opinion could be formed. 



£7] no international search report has been established for said claims Nos. 



1-8 



Form PCT/IPEA/409(Box III) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMI 



Y EXAMINATION REPORT 



rn^^^^T 



Interri^^Bl application No. 

PCT/EP 98/01507 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III 



The international preliminary examination is restricted 
to Claims 9-14 . 



Form PCT IPF. A 409 (Supplemental Box) (January 1994) 



1 

INTERNATIONAL PRELIMIN? 


1 

CRY EXAMINATION REPORT 


Inten^^^al 

PCT/EP 


application No. 

98/01507 




V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. Statement 










Novelty (N) 


Claims 9-14 






Claims 




NO 




Inventive step (IS) 


Claims 


9-14 


YES 




Claims 




NO 




Industrial applicability (IA) 


Claims 


9-14 


YES 




Claims 




NO 




2. Citations and explanations 



1 ) . Novelty: 

The modified allergens as per Claim 9 are novel. 



2). Inventive step: 

The invention addresses the problem of producing modified 
Phi p 5b allergens which still have the appropriate T cell 
reactivity but have significantly reduced IgE reactivity. 
The problem is solved by mutant forms of the known 
allergen (Claim 9) . The compounds in Claim 9 are 
demonstrably advantageous for a specific programme of 
hyposensitisation with diminished side effects. 

WO-A-91/06571 (= Dl) is considered the closest prior art 



and addresses an anaiagous prooier 



allergens. The solutions found in Dl include inter alia 
mutant (part) sequences of the allergen TRFP (Dl, Claims 
9-22) . 

WO-A-94/04564 ( D2 ) again addresses an anaiagous problem 
for the antigen Lol p 5, closely related to Phi p 5b. The 

modification of the allergen is again considered as the 
solution (pp . 9-21 ) . 

The idea of producing structurally undefined mutants from 



Form PCT IPFA409 (BoxV) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



lmcr^^pb! application No. 

PCT/EP 98/01507 



known antigens is therefore known and has already been 
used . 

The complete sequence of the antigen Phi p 5b is also 
known (D3 = Aller. Immunol. 1996 109 , 352-355), such that 
applying the technical teaching from Dl and D2 to the 
antigen from D3 does not in itself constitute an inventive 
step . 

Selecting from the ensemble of the relevant mutants of the 
known antigen Phi p 5b the demonstrably advantageous 
individual compounds in Claim 9, is, however, non-obvious. 

Due to the advantageous effects, an inventive step can be 
acknowledged for the restricted scope of Claim 9 and the 
claims which relate thereto. 



Form PCT/IPEA/409 {Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELI 



M^^IY EXAMINATION REPORT PCT/^P 



I application No. 

98/01507 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The claims must be clear in themselves. The codes for the 
peptides in Claim 9 are unclear. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



VERTRAG OdflblE INTERNATIONALE ZUSAM»ARBEIT 

VERTRA auWem I GEBIET DES PATENTWESEWr 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 

— — siehe MitteMung uber die Ubermittlung des internationalen 

WEITERES ReoheVchenbenchts (Formblatt PCT/lSA/220) sow.e, scwe.t 

VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

9713001v e/rs 

Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/ 01507 

Anmelder 




Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Mona t/Jahr) 

16/03/1998 



D ,eser internat,ona,e -de - der intern at,onalen Rjoh ercHenbeharde ersteilt und w,rd dem Anmeider gem.B 

Artkel 18 ubermrttelt Eine Kopie w,rd dem Intemafonalen Buro uberm,ttelt. 



[2 Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
2. □ MangdndeEinheitlichkeitderErfindung (siehe Feld II) 

3 rvl ,n der internation.en Anmeldung ist e,n Pro.o*,, einer Nuc.eot id- und/oder An.nosaureseo.uenzoffenbarf; die ,ntemationa,e 
^ Recherch^e auf der Grundlage des Sequenzproto kolls durchgefuhrt, 

|Y1 das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 
n das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 



r Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen wurde. 



| | das von dei 



4 Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[J] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 
! — I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5 Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 



□ 



wird der vom nmnwiuci cmy«=. • ^ 

wurd e der Wortlaut nach Rege, 38.2b >'^^^^ nach 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ,st mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen 

Abb Nf ] [ wie vom Anmelder vorgeschlagen 



keine der Abb. 



Q we ,l der Anmelder selbst keine Abbtldung vorgeschlagen hat. 
weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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>nales Aktenzeichen 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Feld I « m."n>n ru'den Anspruchen. die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbencht erstellt: 



weN sle'sTch auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet »t, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



2 H ^fflo^Lf Teile der iJteLonalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3 - O ^^Vd'abei um abh angige AnsprQche handelt, d,e nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Rege, 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkei t der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 

Die international Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1. 



n Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig I entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I I internationals Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der international™ Anmeldung 



2 □ 

Gebuhr aufgefordert. 

sind, namlich auf die Anspruche Nr 



faBt: 



Bemerkungen hinsicht.ich eines Widerspruchs Q D,e zus.tzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfotgte ohne Widerspruch 
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Obwohl Anspruch 14 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Kbrpers beziehen, wurde die Recherche 
dSrchgefUhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung . 



Ansprliche Nr. : 14 

Regel 39.1(iv) PCT - Verfahren zur therapeuti schen Behandlung 
menschlichen oder tieri schen Kbrpers 



Anspriiche Nr. : 1-8 

Anspriiche 1-2 geben keinerlei charakteristische technische Information; 

Sua rihn^i^x^^^^ 

sinnvolle Recherche i st in diesem Fall ein POSITIVES tecnmscnes 
(s?rukturelles) Merkmal anzugeben, das ursachlich zu dem gewunschten 

techni schen Effekt fuhrt. r m 9 i ? ^ 1 6 3 7 

Siehe auch PCT-Richtl inen fur die Recherche, C-III 2.1, i.i, J.e, 

3.12. 
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A KLASS1FIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07K14/415 A61K39/36 



Paientkiass.fikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07K A61K 



Recherch.erte aber n.chl zum Mmdestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. sowe.t dieseunter die recherch.erlen Gebiete fallen 



Wahrend der international Recherche ko nsultierte elektromsche Datenbank (Name der Datenbank und evil, verwendete Suchbegnffe) 
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Kategone"- 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr Anspruch Nr. 



MULLER, W.D. ET AL.: "Group 5 allergens 

of timothy grass ..." 

INT. ARCH. ALLERGY IMMUNOL . , 

Bd. 109, 1996, 

Seiten 352-355, XP002077934 

* S. 352, rechte Spalte; Abb. 2; S. 355 * 

WO 91 06571 A (IMMUNOLOGIC PHARMACEUTICAL 
CORPORATION) 16. Mai 1991 

* S. 3-5; Tab. 2; Anspr. 6-22 * 

WO 94 04564 A (THE UNIVERSITY OF 
MELBOURNE) 3.Marz 1994 

* S. 9; S. 20; Anspr. 1-17 * 

-/~ 
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9-13 
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C ri'jngs" s ; nd d©r Portsetzung von ^e!d C zu 



Siehe Anhang Patentlamilie 



: Besondere Kategorten von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffenthchung, die den allgemeinen Stand derTechnik definierl 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



"E 



alteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem mternationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 



"L" Verbffpntlichung. die geeignet ist. einen Priontatsanspruch zweifelhaft er- 
schemen zu lassen. oder durch die das Verbffentlichungsdatum emer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus emem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"CT Veroffentlichung, die stch auf eine mundliche Offenbarung, 

eine B^nutzung eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 

■p" Veroffentlichung, die vor dem mternationalen Anmeldedatum. aber nach 
d^m beanspruchten Priontatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T- s- at prp Vor^ffpntttchung, die nach dem mternationalen Anmeldedatum 
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X" Verorfontlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
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erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

■'Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfindenscherTatigkett beruhend betrachtet 
werden wenn die Veroffenthchung miteiner oder menreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend tst 

'&'■ Veroffentlichung, die Mitghed derselbenPatentfamiiie ist 
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